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1. Το Lotus japonicus ως φυτικό µοντέλο των ψυχανθών 
 
Το Lotus japonicus ανήκει στην τάξη Leguminosae ή Fabales (χεδρωπών) και 
στην οικογένεια των Papilionaceae ή Fabaceae (ψυχανθών). Τα ψυχανθή είναι 
εξαιρετικά σηµαντικά φυτά, καθώς αποτελούν πηγή τροφής για τον άνθρωπο και τα 
ζώα και παρέχουν πρώτες ύλες για τη βιοµηχανία [1]. Ορισµένα εµπορικής σηµασίας 
ψυχανθή είναι η µηδική (Medicago sativa), η φακή (Lens culinaris) και το µπιζέλι 
(Pisum sativum). Τα περισσότερα ψυχανθή διαθέτουν ισχυρό ριζικό σύστηµα, στο 
οποίο παρατηρούνται χαρακτηριστικές δοµές,  οι οποίες καλούνται φυµάτια. Τα 
φυµάτια αποτελούν συµβιωτικές κατασκευές στις οποίες αναπτύσσονται διάφορα 
είδη βακτηρίων της οικογένειας Rhizobiaceae, που έχουν την ικανότητα δέσµευσης 
του ατµοσφαιρικού  αζώτου. Η δηµιουργία των φυµατίων στις ρίζες και η ικανότητα 
δέσµευσης του ατµοσφαιρικού αζώτου από τα ψυχανθή είναι ίσως το βασικό 
χαρακτηριστικό τους. Aπό βοτανική άποψης τα ψυχανθή φέρουν χαρακτηριστικά 
άνθη και καρπούς τα οποία διακρίνονται  στην Εικόνα 1.  
 
 
Εικόνα 1: Το άνθος και ο καρπός του Lotus japonicus 
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Υπολογίζεται ότι περίπου 40-60  εκατοµµύρια τόνοι αζώτου παρέχονται 
ετησίως από τα καλλιεργούµενα ψυχανθή [2]. Τα ψυχανθή βρίσκονται στην τρίτη 
θέση των φυτών εντατικής καλλιέργειας, έχουν µεγάλη διαιτητική αξία και παρέχουν 
µεγάλες ποσότητες ελαίου. Επιπλέον, παράγουν ένα ευρύ φάσµα δευτερογενών 
µεταβολιτών, που χρησιµοποιούνται µε θετικά αποτελέσµατα ως συστατικά 
φαρµάκων, συµπεριλαµβανοµένων των ισοφλαβονών [3]. Παρ’ όλη τη σηµασία τους 
στη γεωργία, η αύξηση στην παραγωγή των ψυχανθών  υστερεί σε σύγκριση µε αυτές 
των σιτηρών. Μια πληθώρα βιοτικών και αβιοτικών παραγόντων µειώνουν την 
παραγωγή, όπως η ξηρασία, η αλατότητα και  η οξύτητα του εδάφους, οι 
περιορισµένες ποσότητες των θρεπτικών στοιχείων στο έδαφος, καθώς και ένας 
µεγάλος αριθµός ασθενειών και ζιζανίων [1]. Η δηµιουργία ανθεκτικών φυτών στις 
παραπάνω καταπονήσεις παραµένει κύριος στόχος  των ερευνητών. Αν και η έρευνα 
σε µη – ψυχανθή είδη, όπως το Arabidopsis thaliana, παρέχει πληροφορίες για 
πολλές πτυχές της βιολογίας του φυτού, δε µπορεί να συµπεριλάβει κάποια από τα 
χαρακτηριστικά των ψυχανθών, όπως είναι η αζωτοδέσµευση [4]. Σαν αποτέλεσµα, 
τα φυτά Lotus japonicus και  Medicago truncatula έχουν γίνει αποδεκτά ως φυτά-
µοντέλα για τη µελέτη της έρευνας της βιολογίας των ψυχανθών, λόγω των 
χαρακτηριστικών τους [5].  
Το γένος Lotus αποτελείται από περισσότερα από 200 είδη, µε πιθανό κέντρο 
εξάπλωσης τη λεκάνη της Μεσογείου, όπου απαντάται και µεγαλύτερη ποικιλία 
ειδών. Από τις µέχρι τώρα έρευνες, µόνο τα είδη L. corniculatus, L. uliginosus, L. 
tenius έχουν αγροοικονοµική σηµασία [5]. Τα τελευταία χρόνια το διπλοειδές είδος L. 
japonicus χρησιµοποιείται για τη µελέτη της συµβιωτικής σχέσης ψυχανθών – 
ριζοβίων λόγω των εξής πλεονεκτηµάτων που εµφανίζει:  
 το µικρό του µέγεθος  
 ο σχετικά µικρός κύκλος ζωής (2 – 3 µήνες) 
 η αυτογονιµοποίηση 
 το µικρό µέγεθος του γενώµατος (472.1 Mb)  και  
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2. Η συµβιωτική σχέση ριζοβίου – ψυχανθούς 
 
Η συµβιωτική σχέση δέσµευσης του µοριακού αζώτου είναι το αποτέλεσµα 
της αλληλεπίδρασης µεταξύ των ψυχανθών φυτών και των βακτηρίων της 
οικογένειας Rhizobiaceae του εδάφους. Η οικογένεια Rhizobiaceae περιλαµβάνει έξι 
γένη, το Rhizobium, το Sinorhizobium, το Mesorhizobium, το Allorhizobium, το 
Azorhizobium και το Bradyrhizobium, που καλούνται µε τον γενικότερο όρο ριζόβια. 
Η αλληλεπίδραση µεταξύ φυτών και ριζοβίων έχει ως αποτέλεσµα το σχηµατισµό 
ενός νέου φυτικού οργάνου, του φυµατίου. Στην εικόνα 2 διακρίνονται τα φυµάτια ως 
διογκώσεις. Ξεκινώντας από το κέντρο του φυµατίου, ο πρώτος ιστός που συναντάται 
είναι ο κεντρικός ιστός, ο οποίος αποτελείται από τα µολυσµένα και τα µη µολυσµένα 
κύτταρα. Τα µολυσµένα κύτταρα είναι µεγαλύτερα και γεµάτα µε βακτηριοειδή, 
δηλαδή µε διαφοροποιηµένες µορφές των ριζοβίων. Ο κεντρικός ιστός περιβάλλεται 
από µια σειρά περιφερειακών ιστών, το παρέγχυµα του φυµατίου, την ενδοδερµίδα 
και το φλοιώδες παρέγχυµα. Έχουν προσδιοριστεί δύο τύποι φυµατίων, τα 
καθορισµένα και τα µη καθορισµένα φυµάτια. Τα καθορισµένα φυµάτια στερούνται 
συνεχούς δραστηριότητας του µεριστώµατος και έχουν σφαιρικό σχήµα. Έχουν µικρή 
διάρκεια ζωής και καθώς η ρίζα επιµηκύνεται σχηµατίζονται καινούρια φυµάτια. Στα 
µη καθορισµένα φυµάτια παρατηρείται µία συνεχής δραστηριότητα του 
µεριστώµατος και οι συνεχείς κυτταροδιαιρέσεις συµβάλουν στο κυλινδρικό-
ελλειψοειδές σχήµα του φυµατίου. Σε αυτόν τον τύπο φυµατίων παρατηρείται ένα 
εκτεταµένο σύστηµα ηθµαγγειωδών δεσµίδων σε σύγκριση µε τα καθορισµένα 
φυµάτια. Επιπλέον, έχει παρατηρηθεί πως στα µη καθορισµένα φυµάτια, τις 
περισσότερες φορές, το άµυλο αποθηκεύεται και στα µολυσµένα και τα µη 
µολυσµένα κύτταρα, σε αντίθεση µε  τα καθορισµένα φυµάτια, στα οποία το άµυλο 
δεν εντοπίζεται στα µολυσµένα κύτταρα [6]. 
Στο φυµάτιο τα βακτηριοειδή µετατρέπουν το ατµοσφαιρικό άζωτο σε 
αµµωνία, η οποία αφοµοιώνεται από το φυτό ως γλουταµίνη και γλουταµινικό οξύ  ή 
ως ουρεϊδες [7]. Ως αντάλλαγµα, το φυτό παρέχει στους µικροσυµβιώτες άνθρακα για 
την ανάπτυξή τους και την παραγωγή ενέργειας. Τα φυµάτια εξαρτώνται αρχικά από 
την παραγωγή και το µεταβολισµό της σουκρόζης για να διασφαλίσουν την 
απαιτούµενη ενέργεια, ώστε να αφοµοιώσουν την αµµωνία και να εξάγουν αµινοξέα 
και άλλες ενώσεις του αζώτου [8]. Επί πρόσθετα, η σουκρόζη είναι η πρωταρχική 
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πηγή ανθρακικών σκελετών για την παραγωγή κυτταρίνης και τη βιοσύνθεση του 
αµύλου κατά τη διάρκεια ανάπτυξης του φυµατίου. 
 
 
Εικόνα 2: Φυµάτια στη ρίζα του Lotus japonicus  
 
Η εδραίωση της συµβίωσης είναι µια περίπλοκη βιολογική διαδικασία, η 
οποία περιλαµβάνει µια σειρά από επιµέρους στάδια, διεργασίες και αλληλεπιδράσεις 
µεταξύ των δύο συµβιωτών [9]. Το φυτό και το βακτήριο που συµµετέχουν σε µία 
συµβιωτική σχέση, παρουσιάζουν έναν υψηλό βαθµό αµοιβαίας εξειδίκευσης, ο 
οποίος ρυθµίζεται από την ανταλλαγή χηµικών σινιάλων [10]. Τα φυτικά σήµατα, 
που είναι φλαβονοειδή που εξέρχονται από τη ρίζα, ενεργοποιούν την έκφραση των 
nod γονιδίων των ριζοβίων και το αποτέλεσµα είναι η παραγωγή σινιάλων λιπο-χιτο-
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ολιγοσακχαριδιακής φύσης από τα ριζόβια που καλούνται Nod παράγοντες. Εκτός 
από τους Nod παράγοντες, κάποια ενδογενή σήµατα του φυτού, κυρίως οι φυτικές 
ορµόνες, είναι επίσης σηµαντικά για την εγκαθίδρυση της σωστής αλληλεπίδρασης 
µεταξύ ριζοβίων και ψυχανθών [11]. Το αποτέλεσµα των αλληλεπιδράσεων, που 
αναφέρθηκαν παραπάνω, είναι η επαγωγή του σχηµατισµού του φυµατίου από το 
φυτό και η απελευθέρωση των βακτηρίων εντός των εξειδικευµένων κυττάρων του 
διαφοροποιηµένου φυµατίου. Στην εικόνα 3 φαίνονται αναλυτικά τα στάδια 
σχηµατισµού του φυµατίου. 
Εικόνα 3: Τα στάδια σχηµατισµού του φυµατίου. 
 
 
      Οι περισσότερες ερευνητικές προσπάθειες έχουν εστιαστεί στην αρχική φάση της 
αλληλεπίδρασης φυτού – βακτηρίου, που περιλαµβάνει τη µορφογένεση του 
φυµατίου και την έναρξη της αζωτοδέσµευσης. Η φάση γήρανσης του φυµατίου, η 
οποία πραγµατοποιείται µετά το «γέµισµα» των καρπών των ετήσιων ψυχανθών, δεν 
είναι επαρκώς κατανοητή αν και είναι καθοριστική για την εξέλιξη της συµβίωσης 
[12]. Σε πρόσφατες µελέτες, προτείνεται πως τα βακτηριοειδή πιθανόν να έχουν 
µεγαλύτερη πιθανότητα επιβίωσης, έπειτα από τη γήρανση του φυµατίου, σε 
σύγκριση µε τα ελεύθερα διαβιούντα ριζόβια στη ριζόσφαιρα [13].   
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3. ∆ευτερογενείς µεταβολίτες - γενικά 
 
Στην παρούσα µεταπτυχιακή µελέτη µελετήθηκε ο ρόλος τριών γονιδίων τα 
οποία εµπλέκονται στη βιοσύνθεση και τον µεταβολισµό των τριτερπενοειδών. Τα 
τριτερπενοειδή ανήκουν στους δευτερογενείς µεταβολίτες. Ως δευτερογενείς 
µεταβολίτες ορίζονται ενώσεις µικρού µοριακού βάρους, µε περιορισµένη κατανοµή 
στο φυτικό βασίλειο, οι οποίες δεν παίζουν πρωταρχικό ρόλο στην ανάπτυξη και 
αύξηση του φυτού και η προέλευση των οποίων δεν ακολουθεί τους γνωστούς 
πρωτογενείς µεταβολικούς δρόµους, που είναι όµοιοι για όλα τα  φυτά. Συνεπώς τα 
δευτερογενή αυτά προϊόντα  δεν αποτελούν βασικά µοριακά δοµικά συστατικά του 
φυτικού κυττάρου, αλλά σχηµατίζονται µόνο σε ιδιαίτερους ιστούς ή όργανα και σε 
κατάλληλα στάδια της ανάπτυξης. Οι δευτερογενείς µεταβολίτες είναι οι ουσίες που 
συντίθενται κατά τις µεταβολικές διαδικασίες των υδατανθράκων, των λιπών και των 
αµινοξέων και η ονοµασία τους οφείλεται στη βιοσύνθεση τους και όχι στην σηµασία 
τους για τα φυτά. Μέχρι πρόσφατα, οι δευτερογενείς µεταβολίτες θεωρούνταν µόνο 
συνδεδεµένοι µε οικολογικούς ρόλους [14,15].  
 Τα φυτά παράγουν πληθώρα δευτερογενών µεταβολιτών πολλοί από τους 
οποίους µπορούν να αναστείλουν την ανάπτυξη των µικροβίων in vitro. Οι 
δευτερογενείς µεταβολίτες είναι επίσης γνωστοί σαν παράγοντες οι οποίοι 
µεσολαβούν στην επικονίαση των φυτών. Επίσης, βοηθούν την αµυντική λειτουργία 
του φυτού, αποµακρύνοντας τα έντοµα και διάφορα παθογόνα ή καταστέλλουν την 
ανάπτυξη γειτονικών φυτών. Η ικανότητα των φυτών να συνθέτουν συγκεκριµένες 
οµάδες δευτερογενών µεταβολιτών πιθανόν να οφείλεται στον διαφορετικό τρόπο µε 
τον οποίο τα φυτά και τα ζώα αντιµετωπίζουν τους διάφορους εχθρούς και τις 
ασθένειες. Οι µεταβολίτες αυτοί πιθανόν να συντίθενται κατά τη διάρκεια της 
κανονικής αύξησης και ανάπτυξης του φυτού δηµιουργώντας αντιµικροβιακά 
συστατικά, ενώ είναι πιθανό να απουσιάζουν από υγιή φυτά και να συσσωρεύονται 
µόνο σε περιπτώσεις σε παθογόνα ή καταπόνησης από αβιοτικό στρες ή παρουσίας 
παθογόνων [16,17]. Για παράδειγµα, τα τερπένια, τα οποία συγκροτούν µια µεγάλη 
οµάδα δευτερογενών µεταβολιτών µπορούν να δράσουν ως τοξίνες και να 
αποτρέψουν την βοσκή σε ένα µεγάλο αριθµό εντόµων και θηλαστικών. Ορισµένα 
από αυτά έχουν ένα καλά χαρακτηρισµένο ρόλο στην φυτική αύξηση και ανάπτυξη 
των φυτών. Επίσης οι γιββερελλίνες, µια οµάδα φυτικών ορµονών, είναι διτερπένια. 
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Τα καροτενοειδή είναι τετρατερπένια και λειτουργούν ως βοηθητικές χρωστικές στην 
φωτοσύνθεση [17]. 
Με βάση τις πρόδροµες ενώσεις που χρησιµοποιούνται για την βιοσύνθεση 
τους, οι δευτερογενείς µεταβολίτες που έχουν ταυτοποιηθεί στο φυτό Arabidopsis 
thaliana ταξινοµούνται στις εξής κατηγορίες οι οποίες παρουσιάζονται και στον 
πίνακα 1 µε τις λειτουργίες της κάθε κατηγορίας. [14]. 
1. Ενώσεις που περιέχουν άζωτο (indole and indole-sulfur compounds, 
glucosinolates) 
2. Φαινυλπροπανοειδή (phenylpropanoids) 
3. Βενζενοειδή (benzenoids) 
4. Φλαβονοειδή (flavonoids) 
5. Τερπένια (terpenes) 
 
Οι ινδολικές και ινδολοθειϊκές ενώσεις σχηµατίζονται από το ινδολικό οξύ και 
συσσωρεύονται στα φυτά σε περιπτώσεις µόλυνσης από παθογόνα. Τα 
γλυκοσυνολικά οξέα είναι η πιο χαρακτηριστική οµάδα δευτερογενών µεταβολιτών 
στο Arabidopsis thaliana. Η βιοσύνθεση τους προέρχεται από αρκετά αµινοξέα όπως 
η µεθειονίνη και η τρυπτοφάνη. Επίσης εντοπίζονται σε όλα τα φυτικά όργανα και 
πιστεύεται ότι βοηθούν την άµυνα του φυτού απέναντι σε παθογόνα και φυτοφάγα 
ζώα. Τα φαινυλπροπανοειδή ανήκουν στους αρωµατικούς δευτερογενείς µεταβολίτες 
και σχηµατίζονται µέσω του µονοπατιού των φαινυλπροπανοειδών µε αρχικό µόριο 
την φαινυλαλανίνη, ενώ χρησιµοποιούνται και ως πρόδροµες ενώσεις για τη 
βιοσύνθεση των βενζενοειδών. Και οι δύο οµάδες παρέχουν προστασία στα φυτά 
έναντι σε παθογόνα καθώς και προστασία από υπεριώδη ακτινοβολία, ενώ βοηθούν 
και στην προσέλκυση επικονιαστών [14]. Τα φλαβονοειδή βιοσυντίθενται µέσω δύο 
µεταβολικών µονοπατιών µε αρχικές ενώσεις την φαινυλαλανίνη και το µαλονικό 
οξύ. Τα φλαβονοειδή ταξινοµούνται σε ανθοκυανίνες, φλαβόνες και φλαβονόλες 
[15]. Παρουσιάζουν ένα πολυσύνθετο λειτουργικό ρόλο στη φυσιολογία των φυτών 
παρουσιάζοντας αυξηµένη συγκέντρωση σε περιπτώσεις προσβολής από παθογόνα 
και έκθεσης σε υπεριώδη ακτινοβολία. Επίσης διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στην 
ανάπτυξη των φυτών εµποδίζοντας την πολική µεταφορά της αυξίνης, ενώ πιστεύεται 
ότι ελέγχουν το λήθαργο των σπόρων [14]. 
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Πίνακας 1: Κατηγορίες δευτερογενών µεταβολιτών , δευτερογενείς αλλά και πρωταρχικές λειτουργίες 
του φυτού µε τις οποίες εµπλέκονται [14].  
 
 
3.1. Βιοσύνθεση τερπενοειδών 
  
Τα τερπένια είναι η πιο πολυάριθµη οµάδα δευτερογενών µεταβολιτών, 
αριθµώντας πάνω από 20.000 µέλη και είναι πολυµερή του ισοπρενίου(1). 
∆ηµιουργούνται µε τη σύντηξη µονάδων διφωσφωρικού ισοπεντενυλίου (IPP), της 
ενεργοποιηµένης µορφής του ισοπρενίου. Ανάλογα µε τις µονάδες ισοπρενίου από τις 
οποίες αποτελούνται κατατάσσονται σε µονοτερπένια (C10), σεσκιτερπένια (C15) και 
τριτερπένια (C30). Αντιπρόσωποι των δύο πρώτων κατηγοριών, όπως το λιµονένιο 
έχουν ανιχνευθεί ως πτητικά αέρια που εκλύουν τα φυτά µπροστά στον κίνδυνο 
βοράς από φυτοφάγα ζώα. Στα τριτερπενοειδή ανήκουν οι στερόλες, τα στεροειδή και 
οι σαπωνίνες µε πιο γνωστά την α- και β-αµυρίνη και τη λουπεόλη. Οι στερόλες 
χρησιµοποιούνται ως πρόδροµες ουσίες για την βιοσύνθεση ορµονών στα φυτά και 
στα ζώα. Η βιολογική λειτουργία των τριτερπενοειδών στα φυτά  δεν είναι πολύ 
γνωστή. Αρκετά φυτά συσσωρεύουν µεγάλες ποσότητες τριτερπενοειδών κυρίως στις 
ρίζες τα οποία εµπλέκονται στην άµυνα των φυτών έναντι σε µύκητες και παθογόνα 
[18,19]. 
 Προκειµένου να φτάσουµε σε σκελετό µε τριάντα άτοµα άνθρακα και στη 
σύνθεση τριτερπενοειδών η διαδικασία ξεκινάει από ενώσεις µε πέντε άτοµα άνθρακα 
και συγκεκριµένα το διφωσφωρικό ισοπεντενύλιο (IPP) όπως ειπώθηκε 
προηγουµένως, το οποίο παράγεται από το µεβαλονικό οξύ. Το IPP και η ισοµερής 
του µορφή το διφωσφωρικό διµεθυλοαλύλιο (DMAPP) είναι τα ενεργά C5 δοµικά 
συστατικά των τερπενίων. Τα δύο αυτά ισοµερή αντιδρούν και σχηµατίζουν το 
διφωσφωρικό γερανύλιο (GPP), το οποίο αποτελεί την πρόδροµο µορφή σχεδόν όλων 
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των µονοτερπενίων µε 10 άτοµα C. Στη συνέχεια το διφωσφωρικό γερανύλιο 
συµπυκνώνεται µε το IPP και σχηµατίζεται το διφωσφωρικό φαρνεζύλιο (FPP) µε 15 
άτοµα C πρόδροµος ένωση των σεσκιτερπενίων. Το τελευταίο βήµα για την 
δηµιουργία των τριτερπενοειδών είναι η συµπύκνωση  δύο FPP προκειµένου να 
σχηµατιστεί το σκουαλένιο (C30) µε τη βοήθεια της συνθάσης του σκουαλενίου 
(SQS) (Σχήµα 2). Το σκουαλένιο µετατρέπεται σε 2,3 οξειδοσκουαλένιο µε τη 




Σχήµα 2: Οι κυριότερες υποκλάσεις των τερπενίων που βιοσυντίθεται από το διφωσφωρικό 
ισοπεντενύλιο και το διφωσφωρικό διµεθυλοαλύλιο 
 
Το 2,3 οξειδοσκουαλένιο, ανάλογα µε το µονοπάτι που θα ακολουθήσει, 
µπορεί να µετατραπεί σε στερόλες και στεροειδείς ορµόνες ή σε τριτερπενοειδείς 
αλκοόλες. Οι δύο εναλλακτικές επιλογές υπάρχουν µόνο στα φυτά αφού στα ζώα ο 
µοναδικός δρόµος του 2,3 οξειδοσκουαλενίου είναι να µετατραπεί σε λανοστερόλη 
µέσω της συνθάσης της λανοστερόλης (LSS) και έπειτα η λανοστερόλη µετατρέπεται 
σε χοληστερόλη, η οποία είτε παραµένει αυτούσια είτε µετατρέπεται σε στεροειδείς 
ορµόνες και γενικότερα σε στεροειδή, τα οποία αποτελούν βασικά συστατικά των 
κυτταρικών µεµβρανών. Πολλά από τα στεροειδή έχουν τροποποιηθεί ώστε να έχουν 
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λιγότερα από 30 άτοµα άνθρακα και είναι δοµηµένα από 6 ισοπρενοειδείς µονάδες. 
Τα πιο διαδεδοµένα στεροειδή στα χλωροφύκη και τα ανώτερα φυτά είναι η 
σιτοστερόλη (29C) η στιγµαστερόλη (29C) και η καµπεστερόλη (28C). Σήµερα 
γνωρίζουµε πάνω από 150 φυσικής προέλευσης στερόλες µε πολύ µεγάλη ποικιλία 
ενώσεων και εξαιρετικά σηµαντικές βιολογικές δράσεις. Έτσι εκτός από την 
χοληστερόλη στα στεροειδή ανήκουν τα χολικά οξέα, η βιταµίνη-D, αντιβιοτικά, 
ορµόνες εντόµων κ.λ.π.  
Οι πιο ευρέως διαδεδοµένες τριτερπενοειδείς αλκοόλες, οι οποίες έχουν 
µελετηθεί περισσότερο είναι η β-αµυρίνη και η λουπεόλη. Ειδικά η β-αµυρίνη η 
οποία παράγεται από το 2,3 οξειδοσκουαλένιο µέσω της συνθάσης της β-αµυρίνης, 
είναι η πρόδροµος ουσία για την παραγωγή των σαπωνινών όπως θα δούµε 
παρακάτω[15,20]. Η συνολική βιοσυνθετική πορεία παρουσιάζεται στο σχήµα 3. 
 
Σχήµα 3: Βιοσύνθεση τριτερπενοειδών [20] 
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Τα ένζυµα που παραλαµβάνουν το 2,3 οξειδοσκουαλένιο και το µετατρέπουν 
σε κυκλικές τριτερπενοειδείς αλκοόλες µε τουλάχιστον έξι δακτυλίους ονοµάζονται 
κυκλάσες του οξειδοσκουαλενίου (oxidosqualene cyclases (OSCs). Τo γένωµα του 
Arabidopsis thaliana κωδικοποιεί για 13 OSCs, του Oryza sativa για 9 και του Lotus 
japonicus για 8(OSCl-OSC8) [20]. Oι OSCs διακρίνονται σε δύο κατηγορίες µε βάση 
το ενδιάµεσο καρβοκατιόν που σχηµατίζεται: σε αυτές που σχηµατίζουν µε 
διαµόρφωση ανάκλιντρου-λουτήρα-ανάκλιντρου το κατιόν του προτεστερυλίου( 
protosteryl cation) και σε αυτές που σχηµατίζουν το κατιόν του νταµαρενυλίου 
(dammarenyl cation) µε διαµόρφωση ανάκλιντρου-ανάκλιντρου-ανάκλιντρου[21]. 
Στην πρώτη κατηγορία ανήκει η LSS που αναφέραµε και η συνθάση της 
κυκλοαρτενόλης (cycloartenol synthase, CAS), η οποία είναι η κύρια φυτική κυκλάση 
για την παραγωγή των στερολών και των στεροειδών φυτοορµονών (π.χ. 
µπρασσινοστεροειδή). Βέβαια σε αρκετά γένη φυτών έχει βρεθεί και η LSS η οποία 
συναντάται κυρίως στα ζώα και στους µύκητες ως η αρχική στερόλη [20]. Για 
παράδειγµα στο φυτό Arabidopsis thaliana µια πρωτεΐνη µε οµολογία 65% µε την 
CAS κωδικοποιεί για την συνθάση της λανοστερόλης. Η συντήρηση της συνθάσης 
της κυκλοαρτενόλης σε φυτά που έχουν εξεταστεί φαίνεται στον πίνακα 2 και δείχνει 
ότι τα φυτά απαιτούν κάποιους µεταβολίτες της κυκλοαρτενόλης, οι οποίοι δεν 
µπορούν να παραχθούν από τη λανοστερόλη. Υπάρχουν και άλλα ένζυµα τα οποία 
σχηµατίζονται από το κατιόν του προτοστερυλίου και έχουν προέλθει από γονιδιακό 
αναδιπλασιασµό και διαφοροποίηση του γονιδίου της συνθάσης της κυκλοαρτενόλης 
[22]. Για παράδειγµα η συνθάση της κουκουρµπιταδιανόλης (CPQ) από το φυτό 
Cucurbita pepo είναι αρκετή οµόλογη στις συνθάσες της κυκλοαρτενόλης  και της 
λανοστερόλης (65% και 71% αντίστοιχα), αλλά παράγει κουκουρµπιταδιανόλη[23]. 
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Πίνακας 2: Ταυτοποιηµένες φυτικές κυκλάσες του οξειδοσκουαλενίου [20]. 
 
 Οι κυκλάσες που σχηµατίζουν ενδιάµεσα το κατιόν του νταµαρενυλίου 
απαντώνται αποκλειστικά στα φυτά και µάλιστα σε αυτά µε αγγειακό αγωγό σύστηµα 
(τραχεόφυτα) και είναι υπεύθυνες για την παραγωγή των τριτερπενοειδών αλκοολών. 
Σε αυτήν την κατηγορία ανήκουν η συνθάση της β-αµυρίνης και η συνθάση της 
λουπεόλης. Όσον αφορά την εξελικτική πορεία των OSCs, η συνθάση της 
κυκλοαρτενόλης µεταξύ διαφορετικών ειδών παρουσιάζει µεγάλη οµολογία, γεγονός 
που επιβεβαιώνει το γεγονός ότι έχει σηµαντικό ρόλο για την οµοιόσταση του 
φυτικού κυττάρου. Σε αντίθεση, οι κυκλάσες που χρησιµοποιούν ως ενδιάµεσο το 
κατιόν του νταµαρενυλίου εµφανίζουν µικρή οµοιότητα µεταξύ τους[18]. Για 
παράδειγµα οι συνθάσες της λουπεόλης από τα φυτά Glycyrrhiza glabra, Betula 
platyphylla, Taraxacum officinale και Olea europa εµφανίζουν οµολογία της τάξης 
του 74-81% και συγκροτούν µια ξεχωριστή και διακριτή οµάδα κυκλασών (Σχήµα 4). 
Επίσης υπάρχουν κάποιες OSCs από µονοκοτυλήδονα και δικοτυλήδονα φυτά οι 
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οποίες παράγουν αποκλειστικά και µόνο β-αµυρίνη. Οι συνθάσες της β-αµυρίνης των 
διαφόρων φυτών αυτών παρουσιάζουν µικρή οµολογία (48-50%) σε αντίθεση µε την 
συνθάση της κυκλοαρτενόλης µε την οποία παρουσιάζουν υψηλότερη οµολογία (70-
79%) [20]. Αυτό σηµαίνει ότι µετά το διαχωρισµό των ειδών, είχαν την δυνατότητα 
να συσσωρεύσουν µεταλλάξεις, ευνοϊκές βέβαια αφού επικράτησαν, για την επιβίωση 
των ειδών στο εκάστοτε περιβάλλον. Συνεπώς, αυτό έρχεται σε συµφωνία µε το ότι οι 
περισσότερες από αυτές παράγουν προϊόντα που ευνοούν την προσαρµογή και 
επιβίωση του φυτού στο περιβάλλον, π.χ. σαπωνίνες και άµυνα έναντι µυκήτων[18]. 
 Η ποικιλοµορφία των φυτικών τριτερπενοειδών προκύπτει όχι µόνο από την 
ποικιλία των OSCs αλλά και από την ικανότητα κάποιων κυκλασών να παράγουν 
σύνθετα προϊόντα. Αυτές οι OSCs ανήκουν στην κατηγορία αυτών που σχηµατίζουν 
το κατιόν του νταµαρενυλίου, αλλά θα µπορούσαν να χαρακτηριστούν και σαν µια 
τρίτη κατηγορία, αυτή των πολυλειτουργικών κυκλασών. (πίνακας 2). Συνθάσες της 
β-αµυρίνης οι οποίες παράγουν σύνθετα προϊόντα έχουν χαρακτηριστεί στα ψυχανθή 
και κυρίως στο Pisum sativum (µπιζέλι) και στο Lotus japonicus [24,25]. Οι 
πολυλειτουργικές κυκλάσες έχουν προκύψει µέσω της εξέλιξης των αγγειόσπερµων. 
Στα ψυχανθή οι συνθάσες της β-αµυρίνης που παράγουν σύνθετα προϊόντα έχουν 
κοινό πρόγονο µε αυτές οι οποίες έχουν πιο εξειδικευµένη δράση. Αντίθετα στο 
Arabidopsis thaliana έχουν µικρότερη συγγένεια µεταξύ τους και µεγαλύτερη 
απόσταση στο φυλογενετικό δέντρο (σχήµα 4) [20]. 
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    Σχήµα 4: Κατηγοριοποίηση των OSCs και η µεταξύ τους οµολογία [20]. 
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Οι συνθάσες των τερπενίων ανήκουν σε µια οικογένεια ενζύµων που 
καταλύουν πολύπλοκες αντιδράσεις πολλών βηµάτων και παράγουν προϊόντα 
ποικίλης δοµής µε βιολογική και εµπορική σηµασία. Η τρισδιάστατη δοµή των 
ενζύµων αυτών είναι καλά διατηρηµένη από τους µύκητες µέχρι τα φυτά και 
περιλαµβάνει την «αναδίπλωση τερπενίων». Σύµφωνα µε αυτή τη θεωρία, για την 
δραστικότητα των ενζύµων αυτών δεν παίζουν ρόλο µόνο κάποια συγκεκριµένα 
αµινοξέα του ενεργού κέντρου, αλλά και το σύνολο των αµινοξέων που το 
περιβάλλουν. Με τον τρόπο αυτό του προσδίδουν την κατάλληλη στερεοδιάταξη και 
γεωµετρία για την κατάλυση των πολύπλοκων αντιδράσεων [26]. Από µελέτες στην 
ευκαρυωτική συνθάση της λανοστερόνης (LSS), βρέθηκε ότι περιέχει κοντά στο 
ενεργό κέντρο και ένα λιποφιλικό κανάλι, καθώς και ένα στενό πέρασµα µεταξύ τους, 
το οποίο σχηµατίζει µία εύκαµπτη θηλιά ώστε να επιτρέπει την δίοδο του 
υποστρώµατος. Αποδείχτηκε ότι η υψηλή εξειδίκευση των κυκλασών οφείλεται στις 
περιοχές αυτές [27]. 
  
 
4. Σαπωνίνες και Ρ450s. 
  
Οι σαπωνίνες είναι τριτερπενικοί γλυκοζίτες στεροειδών, οι οποίες 
συναντώνται σε πολλά φυτικά είδη και ονοµάστηκαν έτσι διότι µε το νερό 
σχηµατίζουν αφρό. Εκτός από τις απορρυπαντικές ιδιότητες εµφανίζουν και τοξικές 
ιδιότητες έναντι σε φυτοφάγα σπονδυλωτά αφού έχουν την ικανότητα να 
αποδιοργανώνουν τις µεµβράνες και να προκαλούν αιµόλυση των ερυθρών 
αιµοσφαιρίων. Κατά την υδρόλυση τους δίνουν µια σειρά σακχάρων όπως η γλυκόζη, 
η γαλακτόζη και η ξυλόζη καθώς και την «αγλυκόνη» που ονοµάζεται σαπωγενίνη 
[15]. Λόγω της υψηλής συγκέντρωσης τους σε υγιή φυτά οι σαπωνίνες έχουν 
χαρακτηριστεί ως αντιµικροβιακά συστατικά και γενικότερα ως ουσίες οι οποίες 
εµπλέκονται στην άµυνα του φυτού απέναντι στα παθογόνα. Στο φυτό δακτυλίτης 
(Digitalis purpurea) εντοπίζεται η διγιτονίνη ενώ στη βρώµη (Avena sativa) 
συσσωρεύονται σαπωνίνες στις ρίζες γνωστές ως αβενασίνες [15,18]. Η διαδικασία 
της βιοσύνθεσης των σαπωνινών δεν είναι ιδιαίτερα γνωστή, παρά το µεγάλο 
ενδιαφέρον που παρουσιάζουν αυτά τα φυτικά προϊόντα. Το πρώτο βήµα για την 
βιοσύνθεση των σαπωνινών είναι η δηµιουργία της β-αµυρίνης, και η αντίδραση 
καταλύεται από µία κυκλάση του οξειδοσκουαλενίου (OSC), τη συνθάση της β-
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αµυρίνης.[19]. Η β-αµυρίνη δεν έχει σηµαντική αντιµικροβιακή δράση αλλά 
µετατρέπεται στη βιολογικά ενεργή σαπωνίνη, µέσα από µια σειρά τροποποιήσεων 
στις οποίες εµπλέκονται ένζυµα που ανήκουν στην οικογένεια του κυτοχρώµατος 
P450 (P450 εξαρτώµενες µονοξυγενάσες), ακυλοτρανσφεράσες και 
γλυκοσυλιοτρανσφεράσες (Σχήµα 5). 
 Στη βρώµη η συνθάση της β-αµυρίνης κωδικοποιείται από το γονίδιο Sad1, 
ενώ έχει κλωνοποιηθεί και χαρακτηριστεί ένα άλλο γονίδιο το Sad2, το οποίο 
κωδικοποιεί για µια µονοξυγενάση του κυτοχρώµατος P450, είναι ορθόλογο του 
AsCYP51H10 και ανήκει στην υποοικογένεια CYP51H των ενζύµων του 
κυτοχρώµατος P450. Το εν λόγω ένζυµο θεωρούνταν ότι ήταν υπεύθυνο για την 
σύνθεση στερολών, αλλά αποδείχθηκε ότι έχει δευτερεύουσα σηµασία στην 
διαδικασία αυτή και τελικά συµµετέχει ενεργά στην βιοσύνθεση σαπωνινών και 
ιδιαίτερα της αβενασίνης, η οποία προσδίδει αντίσταση απέναντι στα παθογόνα και 
αντιµικροβιακή δράση στην βρώµη [28].  
 
 
Σχηµα 5: Η βιοσύνθεση στερολών και της αβενασίνης στη βρώµη [29] 
  
 Τα ένζυµα που ανήκουν στην οµάδα του κυτοχρώµατος P450 παίζουν 
σηµαντικό ρόλο στις οξειδωτικές αντιδράσεις της βιοσύνθεσης των τριτερπενοειδών 
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παρότι ο ρόλος του δεν έχει αποσαφηνιστεί πλήρως. Η γλυκυριζίνη είναι ένα 
βιοενεργό συστατικό το οποίο προέρχεται κυρίως από τις ρίζες και τους βλαστούς του 
φυτού γλυκόριζα (Glycyrrhiza glabra και Glycyrrhiza uralensis, Fabaceae). Έχουν 
αναφερθεί διάφορες φαρµακευτικές ιδιότητες της γλυκυριζίνης όπως 
αντιφλεγµονώδεις, ανοσοποιητικές και αντιαλλεργικές ιδιότητες.  Η γλυκυριζίνη 
είναι ένα τριτερπενοειδές που ανήκεις στις γλυκοσυλιωµένες σαπωνίνες και 
συντίθεται από την β-αµυρίνη. Τα στάδια στη βιοσύνθεση της γλυκυριζίνης 
πιστεύεται ότι εµπλέκουν µια σειρά από οξειδωτικές αντιδράσεις (προσθήκη 
υδροξυλίου) στις θέσεις C-11 και C-30 της β-αµυρίνης, ακολουθούµενες από µία 
γλυκοσυλίωση στη 3 θέση του υδροξυλίου της β-αµυρίνης. Πρόσφατα έχει επιτυχώς 
ταυτοποιηθεί µία µονοξυγενάση της οικογένειας του κυτοχρώµατος Ρ450, ως ένα  
γονίδιο που εµπλέκεται στην βιοσύνθεση της γλυκυριζίνης. Το γονίδιο ονοµάστηκε 
CYP88D6 και φαίνεται ότι καταλύει δύο διαδοχικά βήµατα στην οξείδωση της β-
αµυρίνης. Τη µετατροπή της β-αµυρίνης σε 11-οξο-β-αµυρίνη µέσω ενός ενδιάµεσου 
προϊόντος της 11-υδροξυ-β-αµυρίνη, µε τελικό προϊόν την γλυκυριζίνη µέσω 
γλυκοσυλίωσης. Το CYP88D6 αποτελεί µια υποοικογένεια των ενζύµων CYP88 τα 




Σχήµα 6: Προτεινόµενο µονοπάτι βιοσύνθεσης γλυκυριζίνης [30]. 
 
 
5. Lotus japonicus και OSCs. 
 
 Όπως αναφέρθηκε προηγουµένως, αποκαλύφθηκε ότι το φυτό Arabidopsis 
thaliana έχει 13 γονίδια θεωρούµενα ως OSCs µερικά από τα οποία έχουν 
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ταυτοποιηθεί λειτουργικά, ενώ στο φυτό Lotus japonicus έχουν αναγνωριστεί 8 
OSCs, δύο εκ των οποίων, συµπεριλαµβανοµένης και ενός από το Medicago 
trancatula, έχουν αναλυθεί και ταυτοποιηθεί. Οι OSCs που αναλύθηκαν 
περιλαµβάνουν την συνθάση της β-αµυρίνης από το M. truncatula (ΜτΑΜΥ1) και 
µια πολυλειτουργική OSC από το L. japonicus (LjAMY2) η οποία παράγει ένα µίγµα 
τριτερπενοειδών που αποτελείται από τη λουπεόλη και την β-αµυρίνη. Επίσης έχει 
παρατηρηθεί ένας επιµέρους cDNA κλώνος από το L. Japonicus, ο οποίος 
κωδικοποιεί για την συνθάση της β-αµυρίνης και έχει καθοριστεί ως LjAMY1, λόγω 
της µεγάλης οµολογίας µε το LjAMY2[25]. Η λειτουργία και η δοµή των γονιδίων που 
κωδικοποιούν για τις OSCs στο Lotus japonicus έχουν αναλυθεί και συγκριθεί µε 
αυτά από το Arabidopsis thaliana για να διευκρινιστεί η διαφοροποίηση των φυτικών 
τριτερπενοειδών αλκοολών. Οκτώ OSCs (OSC1 – OSC8) σχηµατίζουν δύο οµάδες 
γονιδίων (clusters) στα χρωµοσώµατα 2 και 3 στο L.japonicus. Οι OSC1 και OSC8 
αντιστοιχούν στα προαναφερθέντα LjAMY1 και LjAMY2. Οι OSC1 (το πλήρες 
αποµονωµένο γονίδιο του LjAMY1),  OSC3 και OSC5  έχουν ταυτοποιηθεί ως 
συνθάση της β-αµυρίνης, συνθάση της λουπεόλης και συνθάση της κυκλοαρτενόλης 
αντίστοιχα, µέσω ετερόλογης έκφρασης των cDNA κλώνων σε µεταλλάγµατα 
ζύµης[21]. 
 Ανάλυση των OSCs γονιδίων µέσω της RT-PCR έδειξε ότι τα µεταγραφήµατα 
τριών γονιδίων (OSC1, OSC4 και OSC8) τα οποία κωδικοποιούν για την συνθάση της 
β-αµυρίνης, είχαν υψηλή συγκέντρωση στα φύλλα, ενώ αντίθετα η OSC3 που 
κωδικοποιεί για τη συνθάση της λουπεόλης είχε χαµηλή συγκέντρωση στα φύλλα και 
υψηλή στις ρίζες του Lotus japonicus. Τα αποτελέσµατα αυτά δείχνουν ότι τα 




Σχήµα 7: Ανάλυση RT-PCR η οποία 
δείχνει την συσσώρευση των OSCs στα 
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5.1. Οργάνωση των OSC γονιδίων στο Lotus japonicus 
 
 Όπως προαναφέρθηκε τα γονίδια των OSC στη βρώµη, το Arabidopsis 
thaliana και στο Lotus japonicus σχηµατίζουν clusters, κάτι το οποίο δείχνει ότι 
έχουν δηµιουργηθεί από επαναλαµβανόµενο τοπικό γονιδιακό διπλασιασµό (repeated 
local gene duplication) και ακολούθησε αλλαγή, εισαγωγή και διαγραφή 
νουκλεοτιδίων. Ειδικότερα στο Lotus japonicus, οκτώ OSC γονίδια σχηµατίζουν δύο 
clusters στα χρωµοσώµατα 2 και 3. Έχουν παρατηρηθεί και ταυτοποιηθεί διάφοροι 
γενοµικοί κλώνοι οι οποίοι απεικονίζονται στον πίνακα 3. 
 
 
Πίνακας 3: Ταυτοποιηµένοι cDNA κλώνοι που κωδικοποιούν για τις OSCs στο Lotus japonicas[13]  
 
 Ανάλυση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των παραπάνω κλώνων έδειξε ότι 
οι LjB16L08, LjT07E09 και LjT03N08 αποτελούν µια οµάδα γονιδίων και οι κλώνοι 
OSC1, OSC2 και OSC4 εντοπίζονται σε µια περιοχή 160 kb. Το OSC2 αποκαλύφθηκε 
ότι είναι 1 kb µικρότερη από τα άλλες λειτουργικά OSCs και έχει έλλειψη έξι 
εξονίων, γι’ αυτό ίσως να είναι ψευδογονίδιο. Η παραπάνω οµάδα γονιδίων 
εντοπίζεται στο χρωµόσωµα 3. Η νουκλεοτιδική αλληλουχία του LjB16L08 δεν έχει 
πλήρως ταυτοποιηθεί, µε αποτέλεσµα η πλήρης αλληλουχία του γονιδίου OSC4 να 
µην είναι ακόµη γνωστή. Ο γονιδιωµατικός κλώνος LjT43B09 εντοπίζεται στο 
χρωµόσωµα 2 και περιλαµβάνει τα γονίδια OSC3, OSC5 και OSC6, παρότι το 
τελευταίο δεν έχει πλήρως ταυτοποιηθεί (σχήµα 8)[21]. 
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6. Οργάνωση γονιδιακών συστοιχιών που εµπλέκονται στη βιοσύνθεση 
τριτερπενοειδών 
 
 Τα οπερόνια είναι γονιδιακές συστοιχίες (clusters) τα οποία αποτελούνται  από 
µη συσχετιζόµενα γονίδια τα οποία όµως έχουν σχετικές λειτουργίες. Αυτό το 
χαρακτηριστικό των προκαρυωτών έχει παρουσιαστεί και περιγραφεί στη βρώµη και 
το Arabidopsis thaliana όπου κάποια γονίδια συνεκφράζονται και αποτελούν µια 
τέτοια γονιδιακή συστοιχία όµοια µε ένα οπερόνιο[18].  
 Στη βρώµη έχουν ταυτοποιηθεί εννιά γονιδιακοί τόποι (loci) δύο εκ των 
οποίων έχουν κλωνοποιηθεί και χαρακτηριστεί όπως είδαµε παραπάνω (Sad1, Sad2). 
Τα δύο γονίδια αυτά κωδικοποιούν για την συνθάση της β-αµυρίνης και για µια 
µονοξυγενάση του κυτοχρώµατος Ρ450.  Αυτά τα δύο γονίδια µαζί µε άλλα πέντε 
οργανώνονται σε µια γονιδιακή συστοιχία (cluster) στο γονιδίωµα της βρώµης. 
Επίσης στο cluster εντοπίζονται ακυλοτρανσφεράσες και γλυκοσυλιοτρανσφεράσες 
οι οποίες εµπλέκονται στην περαιτέρω µετατροπή της αβενασίνης. Η αβενασίνη Α-1 
συντίθεται και συσσωρεύεται στα επιδερµικά κύτταρα των ριζών της βρώµης. Η 
έκφραση των Sad1 και Sad2 πραγµατοποιείται κυρίως σε αυτά τα κύτταρα και 
υπόκειται σε αναπτυξιακό έλεγχο. Η σωστή γλυκοσυλίωση της αβενασίνης είναι 
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σηµαντική για την αντιµικροβιακή δραστηριότητα. Αφαίρεση ενός µορίου γλυκόζης 
από την γλυκοσυλιωµένη αβενασίνη µειώνει την τοξικότητα της. Κάποιοι µύκητες 
του εδάφους παράγουν υδρολάσες της γλυκόζης οι οποίες αποτοξικοποιούν την 
αβενασίνη αφαιρώντας ένα ή περισσότερα µόρια γλυκόζης. Στα φυτά η προσθήκη 
γλυκόζης στις τριτερπενοειδείς αλκοόλες συµβαίνει στο τέλος του βιοσυνθετικού 
µονοπατιού και είναι σηµαντική για την σταθερότητα των προϊόντων. Μεταλλάγµατα 
των γονιδίων Sad3 και Sad4 είναι υπεύθυνα για τη µείωση στην ριζική ανάπτυξη και 
επηρεάζονται στην ικανότητα τους να γλυκοσυλιώνουν την αβενασίνη, ενώ 
συσσωρεύεται ένα ενδιάµεσο προϊόν (αβενασίνη µε έλλειψη της β-1,4-γλυκόζης). 
Αυτά τα µεταλλάγµατα εντοπίζονται στα επιδερµικά κύτταρα των ριζών και 
καταστέλλονται από µεταλλάξεις του Sad1, του γονιδίου που κωδικοποιεί για την 
συνθάση της β-αµυρίνης. Έτσι φαίνεται ότι η συσσώρευση της 
µονογλυκοσυλιωµένης αβενασίνης Α-1 είναι η αιτία και όχι το αποτέλεσµα των 
παρατηρούµενων ελαττωµάτων στη ρίζα. Το γονίδιο Sad3 ανήκει στη γονιδιακή 
συστοιχία που αναφέρθηκε παραπάνω και έχει συγκεκριµένο ρόλο στη βιοσύνθεση 
της αβενασίνης, ενώ το γονίδιο Sad4 δεν είναι συνδεδεµένο στην συστοιχία αυτή και 
έχει ένα πιο διευρυµένο λειτουργικό ρόλο[29]. 
 Σχήµα 9: χάρτης της γονιδιακής συστοιχίας που εµπλέκεται στη βιοσύνθεση των τριτερπενοειδών στο 
Arabidopsis thaliana. 
 
 Στο Arabidopsis thaliana έχουν ταυτοποιηθεί 13 γονίδια που κωδικοποιούν 
για κυκλάσες του οξειδοσκουαλενίου (OSCs). Η γενωµική περιοχή γύρω από αυτά τα 
γονίδια εξετάστηκε για την πιθανότητα τα γονίδια που εµπλέκονται στην βιοσύνθεση 
των τριτερπενοειδών να οργανώνονται σε cluster. Παρατηρήθηκε ότι εκατέρωθεν 
τεσσάρων από τα παραπάνω γονίδια βρίσκονται γονίδια τα οποία κωδικοποιούν για 
διαφορετικούς τύπους ενζύµων που εµπλέκονται στη βιοσύνθεση των 
τριτερπενοειδών και γενικότερα στο δευτερογενή µεταβολισµό. Οι παρατηρήσεις 
επικεντρώθηκαν σε µια γονιδιωµατική περιοχή η οποία περιέχει τέσσερα συνεχόµενα 
γονίδια εισάγοντας T-DNA. Τα γονίδια αυτά, τα οποία παρουσιάζουν µια σηµαντική 
οµολογία µεταξύ τους, κωδικοποιούν για µια OSC (At5g48010), δυο Ρ450s 
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(At5g48000 και At5g47990) και µια ακυλοτρανσφεράση (ACT) (At5g47980) (σχήµα  
9).  
 Η έκφραση των τεσσάρων γονιδίων συσχετίζεται σηµαντικά και λαµβάνει 
χώρα κυρίως στα επιδερµικά κύτταρα της ρίζας. Αυτό σηµαίνει ότι τα γονίδια αυτά 
συσχετίζονται λειτουργικά και ανήκουν σε µια γονιδιακή συστοιχία (σχήµα 10).  
Σχήµα 10: προφίλ της έκφρασης των γονιδίων του σχήµατος 9. 
 
 Η κυκλάση του οξειδοσκουαλενίου που εντοπίζεται στην περιοχή αυτή 
µετατρέπει το 2,3 οξειδοσκουαλένιο στο τριτερπενοειδές θαλιανόλη (thalianol) όταν 
εκφράζεται σε ζύµες και αναφέρεται ως συνθάση της θαλιανόλης. Στο φυτό 
Arabidopsis thaliana έχουν ανιχνευθεί χαµηλά επίπεδα της θαλιανόλης στις ρίζες 
αλλά όχι στα φύλλα. Παρόλα αυτά υπερέκφραση της συνθάσης της θαλιανόλης είχε 
ως αποτέλεσµα συσσώρευση της θαλιανόλης στα φύλλα του Arabidopsis. Τα δύο 
γονίδια που κωδικοποιούν για τις Ρ450s ανήκουν στις µη χαρακτηρισµένες 
λειτουργικά οικογένειες CYP708 και CYP705 αντίστοιχα που εντοπίζονται κυρίως 
στα φυτά της οικογένειας Brassicaceae[31]. 
 Είναι γνωστό ότι η µετατροπή των απλών τριτερπενοειδών όπως η β-αµυρίνη, 
η λουπεόλη, η αβενασίνη και η θαλιανόλη, σε πιο περίπλοκες δοµές απαιτεί και 
περιλαµβάνει διάφορα ένζυµα όπως µονοξυγενάσες και διοξυγενάσες του 
κυτοχρώµατος Ρ450, ακυλοµεταφοράσες, γλυκοσυλιοµεταφοράσες κ.α. Έχει ήδη 
εντοπιστεί µια τουλάχιστον γονιδιακή συστοιχία στο γονιδίωµα του φυτού Lotus 
japonicus η οποία περιλαµβάνει µια OSC (συνθάση της β-αµυρίνης, AMY2) και 
γονίδια που κωδικοποιούν για πιθανές µονοξυγενάσες/υδροξυλάσες του 
κυτοχρώµατος Ρ450, η Ρ450-71 και η Ρ450-88. Τα τρία αυτά γονίδια εντοπίζονται 
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στο χρωµόσωµα 3 του φυτού Lotus japonicus και ειδικότερα στο τµήµα (d) του 
σχήµατος 8 (Κροκιδά, ∆ελής, Παπαδοπούλου, µη δηµοσιευµένα αποτελέσµατα). 
 Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι να µελετηθεί η ρύθµιση των γονιδίων 
αυτών και να διερευνηθεί η περίπτωση να υπάρχει συν-ρύθµιση όλων των γονιδίων 
που οργανώνονται σε συστοιχία.  Για το σκοπό αυτό, µε τη χρήση της PCR 
πραγµατικού χρόνου θα προσδιοριστούν τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων σε 
διάφορους ιστούς του Lotus japonicus σε διάφορα αναπτυξιακά στάδια. Επίσης θα 
µελετηθεί το πρότυπο έκφρασης των γονιδίων σε  φυτά τα οποία έχουν εµβολιαστεί 
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1. Το ψυχανθές Lotus japonicus ως φυτικό µοντέλο 
 
Ως φυτικό υλικό για τη διεξαγωγή των πειραµάτων που αφορούν στη µελέτη 
του γονιδίου που κωδικοποιεί για τη συνθάση της β- αµυρίνης (AMY2), καθώς και 
δύο γονιδίων του κυτοχρώµατος P450, των Ρ450-71 και Ρ450-88, χρησιµοποιήθηκε 
το ψυχανθές Lotus japonicus (οικότυπος Gifu). Για την µέτρηση της έκφρασης των 
γονιδίων αυτών αποµονώθηκε ολικό RNA από φυµάτια ηλικίας 14 και 28 ηµερών 
µολυσµένων φυτών καθώς και ρίζες και φύλλα ηλικίας 7, 14 και 28 ηµερών από µη 
µολυσµένα και µολυσµένα φυτά.  Για την τεχνική του in situ υβριδισµού 
χρησιµοποιήθηκαν φυµάτια από φυτά ηλικίας 7, 14 και 28 ηµερών. 
 
 
1.1. Προετοιµασία των σπόρων 
 
Για την οµοιόµορφη και γρήγορη βλάστηση των σπερµάτων του L. japonicus 
είναι απαραίτητη η τοποθέτησή τους σε πυκνό θειϊκό (H2SO4) οξύ για 5 λεπτά. 
Ακολουθούν πέντε εκπλύσεις µε απιονισµένο κρύο νερό. Προκειµένου να 
πραγµατοποιηθεί η αποστείρωση των σπερµάτων, εµβαπτίζονται σε διάλυµα 2% 
υποχλωριώδους νατρίου και 0,02% Tween 20 (BDH) για 20 λεπτά. Ακολούθως, τα 
σπέρµατα ξεπλένονται 6 φορές µε αποστειρωµένο απιονισµένο νερό. Τέλος, τα 
σπέρµατα απλώνονται σε τρυβλία, ο πάτος των οποίων καλύπτεται µε 2 φύλλα 
διηθητικό χαρτί Whatmann 3MM, εµποτισµένα µε αποστειρωµένο απιονισµένο νερό. 
Τα τρυβλία αφήνονται στο σκοτάδι, σε θερµοκρασία δωµατίου για 72 έως 96 ώρες, 
προκειµένου να πραγµατοποιηθεί η προβλάστηση των σπερµάτων. 
 
 
1.2. Καλλιέργεια ριζοβίων και µόλυνση φυτών 
  
 Για τη µόλυνση των φυτών χρησιµοποιείται το ριζόβιο βακτήριο 
Mesorhizobium loti στέλεχος R7A. Τα ριζόβια αναπτύσσονται σε τρυβλία που 
περιέχουν θρεπτικό υλικό YM + 1,5% Agar. Η επώαση των καλλιεργειών 
πραγµατοποιείται στους 30οC για 72 ώρες. Η µόλυνση των φυτών γίνεται αµέσως 
µετά την προβλάστηση των σπερµάτων, κατά τη διαδικασία της φύτευσης, µε την 
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προσθήκη 500 µl καλλιέργειας ριζοβίου σε θρεπτικό διάλυµα YM (OD : 0,1) σε κάθε 
ριζίδιο από τα προβλαστηµένα φυτά.  
» YM : σε 1 lt dH2O προστίθενται 10 gr Mannitol, 0,5 gr K2HPO4, 0,2 gr 
MgSO4.7H2O, 0,1 gr NaCl  και 0,5 gr Yeast extract. Για την παρασκευή τρυβλίων 
προστίθενται 15 gr Agar. 
 
 
1.3. Συνθήκες ανάπτυξης και καλλιέργειας του Lotus japonicus 
 
 Για την ανάπτυξή τους, τα  νεαρά  έκφυτα  µεταφέρονται σε δοχεία που 
περιέχουν αποστειρωµένο περλίτη και βερµικουλίτη σε αναλογία 1:1  και ποτίζονται 
µε θρεπτικό διάλυµα Hoagland. Στην περίπτωση που τα φυτά έχουν µολυνθεί µε 
ριζόβια, χρησιµοποιείται θρεπτικό διάλυµα Hoagland χωρίς άζωτο. Τα φυτά 
τοποθετούνται σε θάλαµο ελεγχόµενων συνθηκών  (θερµοκρασία 26οC, 
φωτοπερίοδος 16 ώρες φως / 8 ώρες σκοτάδι).  
 
» Hoagland 100% (σε 1 lt Η2Ο): 2 ml 1 M MgSO4, 1 ml 1M KH2PO4, 1 ml 0.1 
M FeEDTA, 10 ml CaCl2 0.5 M, 5 ml KCl 1 M, 5  ml 1M KNO3, 5 ml 1M 
Ca(NO3)2.4H20, 1ml διαλύµατος ιχνοστοιχείων.  
» ∆ιάλυµα ιχνοστοιχείων (σε 1 lt H2O): αναµιγνύονται 2.86 gr H3BO3, 1,81 gr 
MnCl2.4H2O, 0,11 gr ZnCl2, 0,05 gr CuCl2.H2O, 0,02 gr H2MoO4. 
 
 
2. Αποµόνωση ολικού RNA από φυτικούς ιστούς (RNeasy Plant Mini Kit, 
QIAGEN) 
 
 Χρησιµοποιούνται 100 mg φυτικού ιστού τα οποία οµογενοποιούνται µε 
ελαιοτρίβιση σε σωλήνα eppendorf  2 ml µαζί µε υγρό άζωτο. 
 Προσθήκη 500 µl buffer RLT [σε 1 ml buffer RLT έχει προστεθεί 10 µl β-
µερκαπτεθανόλη (β-ME)]. 
 Ακολουθεί πολύ καλή ανάδευση σε µηχανικό αναδευτήρα και επώαση στους 
56 οC για ένα έως τρία λεπτά. 
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  Μεταφορά του δείγµατος σε στήλη φυγοκέντρησης QIAshredder, η οποία 
τοποθετείται σε σωλήνα eppendorf  2 ml και φυγοκέντρηση στις 13000 
στροφές ανά λεπτό (rpm) για 2 λεπτά. 
 Προσεκτικά µεταφέρεται µε πιπέτα το υπερκείµενο χωρίς να διαταραχθεί  
  το ίζηµα σε νέο σωλήνα eppendorf 1,5 ml. 
 Προσθήκη 250 µl αιθανόλη (96-100 %), το 1/2 του αρχικού όγκου του 
διαλύµατος και ανάµιξη µε την πιπέτα. 
 Μεταφορά του διαλύµατος (750 µl) σε στήλη φυγοκέντρησης RNeasy η οποία 
τοποθετείται σε σωλήνα eppendorf  2 ml. Φυγοκέντρηση στις 12000 rpm για 2 
λεπτά και απόρριψη του υπερκείµενου. 
 Προσθήκη 500µl buffer RPE και φυγοκέντρηση στις 12000 rpm για 2 λεπτά. 
Απόρριψη του υπερκείµενου και νέα φυγοκέντρηση στις ίδιες στροφές και 
λεπτά. Τοποθέτηση της στήλης σε νέο σωλήνα eppendorf  1,5 ml.  
 Προσθήκη 50 µl “RNase-free” νερού στο κέντρο της στήλης και 
φυγοκέντρηση στις 12000 rpm για 1 λεπτό για έκπλυση του RNA. 
 
 
2.1. Χειρισµός του ολικού RNA µε DNάση. 
  
Με αυτή τη µέθοδο αποµακρύνεται το γονιδιωµατικό DNA που, ίσως, 
συνυπάρχει µε το RNA που αποµονώθηκε από τον ιστό. Αρχικά προστίθεται DNάση 
στο αρχικό δείγµα RNA και στη συνέχεια γίνεται µεταχείριση µε φαινόλη και 
χλωροφόρµιο για τον “καθαρισµό” του RNA. Συνολικά ακολουθούνται τα εξής 
βήµατα :  
 Σε 25,5 µl ολικού RNA που αποµονώθηκε µε την προηγούµενη διαδικασία 
προστίθεται: 
• 3 µl 10Χ ρυθµιστικό διάλυµα DNάσης. 
• 0,5 µl αναστολέα RNase. 
• 1 µl DNάση ελεύθερης από RNάσες (1U / µg RNA). 
 Ο τελικός όγκος είναι 30 µl και ακολουθεί επώαση στους 37 οC για 20 λεπτά. 
 Προστίθενται 3 όγκοι αρχικού διαλύµατος ddH2O (90 µl) και 4 όγκοι αρχικού 
διαλύµατος φαινόλη (120 µl). Το µίγµα αναδεύεται σε µηχανικό αναδευτήρα 
και ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 5 λεπτά. 
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 Η πάνω φάση του υδατικού διαλύµατος που προκύπτει (περίπου 120 µl) 
µεταφέρεται σε νέο σωλήνα eppendorf και η ίδια διαδικασία ακολουθείται και 
κατά την ανάµιξη µε φαινόλη/χλωροφόρµιο σε αναλογία 1:1 και σε ανάµιξη 
µε ίσο όγκο χλωροφόρµιο. 
 Η κατακρήµνιση του RNA γίνεται µε προσθήκη 1/20 του όγκου του 
διαλύµατος CH3COONa pH=5,3 και προσθήκη 2,5 όγκων αιθανόλης. Το 
δείγµα διατηρείται στους –20οC για 12 ώρες τουλάχιστον ή εναλλακτικά 
στους –80 οC για 1 ώρα. 
 Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 20 λεπτά σε θερµοκρασία 4οC 
και  αφαιρείται το υπερκείµενο. 
 Προστίθεται ίσος όγκος αρχικού διαλύµατος αιθανόλη 70% και ακολουθεί 
νέα φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 20 λεπτά σε θερµοκρασία 4οC. 
Αφαιρείται το υπερκείµενο και επιπροσθέτως µπορεί να πραγµατοποιηθεί και 
µία δεύτερη φυγοκέντρηση για 5 λεπτά για την πλήρη αφαίρεση της 
αιθανόλης. 
 Το ίζηµα αφήνεται να στεγνώσει στον πάγο για περίπου 15 λεπτά και 
επαναδιαλύεται σε 21 µl ddH2O. 
 
 
2.2. Προσδιορισµός συγκέντρωσης και καθαρότητας νουκλεϊνικών οξέων 
 
Προκειµένου να προσδιοριστεί η συγκέντρωση των νουκλεϊνικών οξέων, 
χρησιµοποιούµε την ποσοτική φωτοµετρική ανάλυση. Η µέθοδος αυτή στηρίζεται 
στο νόµο των Beer και Lambert. Με το νόµο αυτό η απορρόφηση του φωτός από ένα 
διάλυµα συσχετίζεται µε τη συγκέντρωση της ουσίας και το µήκος της διαδροµής του 
φωτός µέσα από το διάλυµα.  
 Σε ειδική κυβέττα χαλαζία, που περιείχε 49 µl dH2O, τοποθετήθηκαν 1 µl 
δείγµατος και προσδιορίστηκε η συγκέντρωση του διαλύµατος σε µήκος 
κύµατος 260nm. 
 Η συγκέντρωση των νουκλεινικών οξέων, χωρίς την παρουσία άλλων 
προσµίξεων, όπως πρωτεΐνες και πολυσακχαρίτες, δίνεται από τον τύπο : 
C = O.D.260 * D * συντελεστής αραίωσης, όπου O.D. είναι η 
απορρόφηση του δείγµατος στα 260nm και D είναι η σταθερά που εξαρτάται 
από το είδος του νουκλεϊνικού οξέος. Σε καθαρά διαλύµατα DNA η σταθερά 
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D ισούται µε 50 mg/ml, σε διαλύµατα RNA ισούται µε 40 mg/ml, ενώ στην 
περίπτωση ολιγονουκλεοτιδίων ισούται µε 30 mg/ml. 
 Προκειµένου να υπολογιστεί η καθαρότητα ενός δείγµατος νουκλεϊνικών 
οξέων, υπολογίζονται οι λόγοι O.D.260/O.D.280 και O.D.240/O.D.260. Όταν η 
τιµή του πρώτου λόγου κυµαίνεται µεταξύ 1,8 – 2,0 και του δεύτερου στο 0,5, 
τότε το δείγµα θεωρείται ικανοποιητικής καθαρότητας. 
 
 
3. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 
 
Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (PCR) είναι ο in vitro 
πολλαπλασιασµός αλληλουχιών DNA µε ταυτόχρονη επέκταση των δύο 
συµπληρωµατικών αλυσίδων. Η διαδικασία περιλαµβάνει επαναλαµβανόµενους 
κύκλους σε διαφορετικές θερµοκρασίες, µε γρήγορη µετάβαση από τη µια 
θερµοκρασία στην άλλη.  Σε χρονικό διάστηµα ολίγων ωρών, η συγκεκριµένη 
περιοχή του DNA που επεκτείνεται (DNA στόχος), πολλαπλασιάζεται σε ένα µεγάλο 
αριθµό αντιγράφων. Τα απαραίτητα αντιδραστήρια για την PCR είναι DNA στόχος, 
εκκινητές  “primers”, τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια, ένζυµο Taq DNA 
πολυµεράση, ιόντα Mg++ απαραίτητα για την ενζυµική δράση και κατάλληλο 
ρυθµιστικό διάλυµα pH ≈ 8.2 για τη δράση του ενζύµου. 
Το DNA στόχος, πολλαπλασιάζεται  µετά από πολλαπλές αντιγραφές, σε 
σηµείο που να είναι ανιχνεύσιµο. Το DNA στόχος αποτελεί το πρότυπο DNA στην 
αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης και ως αφετηρίες χρησιµοποιούνται 2 
συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια (18-22 βάσεων) που έχουν δοµή συµπληρωµατική προς 
τις πλευρικές αλληλουχίες του DNA στόχου, το καθένα αντίστοιχα προς τον ένα 
κλώνο του στόχου και µε αντίθετη κατεύθυνση.  
 Κάθε κύκλος περιλαµβάνει : 
 Θέρµανση σε υψηλή θερµοκρασία (93 – 95οC) ώστε να αποδιαταχθεί το DNA 
(denaturation step) και από δίκλωνο µετατρέπεται σε µονόκλωνο. 
 Θερµοκρασία υβριδισµού (annealing step), προκειµένου οι εκκινητές να 
υβριδίσουν µε το DNA. Η θερµοκρασία υβριδισµού εξαρτάται από το µήκος 
του εκκινητή και την περιεκτικότητά του σε G και C. Ένας τρόπος 
υπολογισµού της θερµοκρασίας του εκκινητή είναι µέσω του τύπου Tm = 
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2(A+T) + 4(C+G). Η θερµοκρασία του υβριδισµού είναι τελικά 5οC κάτω από 
τον µέσο όρο των τιµών  Tm των δύο εκκινητών της αντίδρασης.  
 Θερµοκρασία επιµήκυνσης ή πολυµερισµού (extention step). Κατά τη 
διάρκεια αυτού του βήµατος λαµβάνει χώρα η σύνθεση της συµπληρωµατικής 
αλυσίδας του DNA, µε τη δράση της DNA πολυµεράσης. Έτσι σχηµατίζονται 
δύο καινούργιες άλυσοι ή κλώνοι DNA συµπληρωµατικές προς αυτές των δύο 
κλώνων του προτύπου DNA µε αποτέλεσµα το διπλασιασµό του DNA 
στόχου.  
Η διαδικασία που περιγράφηκε παραπάνω επαναλαµβάνεται για 25 – 30 
κύκλους συνήθως. Κατά τη διάρκεια των κύκλων η παραγωγή των προϊόντων της 
αντίδρασης γίνεται µε εκθετικό ρυθµό, εφόσον βέβαια δεν παρουσιαστούν 
περιοριστικοί παράγοντες, όπως για παράδειγµα έλλειψη νουκλεοτιδίων. Η PCR 
βρίσκει εφαρµογή σε πολλούς τοµείς και, τελευταία, έχουν αναπτυχθεί πολλές 
παραλλαγές της παραπάνω βασικής αντίδρασης. Μία ευρέως χρησιµοποιούµενη 
παραλλαγή είναι η RT-PCR, κατά την οποία χρησιµοποιείται - ως µήτρα για ενίσχυση 
- RNA, το οποίο πρώτα µεταγράφεται σε cDNA µε τη βοήθεια του ενζύµου 
αντίστροφη µεταγραφάση (Reverse transcriptase).  
 
 
3.1. PCR για τον έλεγχο ύπαρξης γονιδιωµατικού DNA 
 
Πραγµατοποιείται η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης στο ολικό RNA που 
αποµονώθηκε για να διαπιστωθεί τυχόν ύπαρξη DNA. Για αυτό το σκοπό θα 
ενισχυθεί το γονίδιο της ουµπικουϊτίνης το οποίο εκφράζεται σε όλους τους φυτικούς 
ιστούς.  
 Σε σωλήνα eppendorf  προστίθενται τα παρακάτω σε τελικό όγκο 20µl. 
• 15,42 µl ddH2O 
• 2 µl 10Χ ρυθµιστικό διάλυµα Kapa Taq 
• 0,4 µl µίγµα dNTPs 
• 0,5 µl ολικό RNA 
• 0,8 µl εκκινητής έµπροσθεν 
• 0,8 µl εκκινητής ανάστροφος 
• 0,08 µl DNA πολυµεράση kapa Taq (1 Unit/µl) 
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 Το µίγµα αναµιγνύεται µε γρήγορη φυγοκέντρηση και τοποθετείται στη 




 Θερµοκρασία Χρόνος Αρ. κύκλων 
Αρχική αποδιάταξη 95 οC 3 λεπτά 1 
Αποδιάταξη αλυσίδων DNA 95 οC 30 δευτερόλεπτα 35 
Υβριδισµός εκκινητών  1 λεπτό 35 
Σύνθεση νέων αλυσίδων DNA 72 οC 2 λεπτό 35 
Τελική επιµήκυνση 72 οC 10 λεπτά 1 
 
Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για να ενισχύσουν το γονίδιο της 
ουµπικουϊτίνης είναι:  
εκκινητής έµπροσθεν Lj UbiF: 5’-TTC ACC TTG TGC TCC GTC TTC-3’ 
εκκινητής ανάστροφος Lj UbiR: 5’-AAC AAC AGC ACA CAC AGC CAA 
TCC-3’ 
 10Χ ρυθµιστικό διάλυµα PCR: 
 






Στην PCR αντίστροφης µεταγραφής (RT-PCR) ως αρχικό δείγµα 
χρησιµοποιείται το ολικό RNA το οποίο µετατρέπεται σε cDNA παρουσία του 
ενζύµου της αντίστροφης µεταγραφάσης (reverse transcriptase). Για τη µεταγραφή 
αυτή χρησιµοποιούνται τυχαία εξαµερή ή εννεαµερή ολιγοdTs και το cDNA που θα 
παραχθεί θα χρησιµοποιηθεί ως εκµαγείο για την DNA πολυµεράση στη συνήθη 
τεχνική της PCR. Εξελίξεις στην RT-PCR περιλαµβάνουν την ανάπτυξη απλών 
πρωτοκόλλων στα οποία η σύνθεση cDNA και η αντίδραση PCR εκτελούνται σε ένα 
στάδιο (one step RT-PCR). Τα πρωτόκολλα αυτά βασίζονται στην αξιοποίηση της 
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διπλής ιδιότητας ορισµένων θερµοσταθερών DNA πολυµερασών όπως η 
T.Thermophilus (Tth) DNA πολυµεράση να µεταγράψουν αντίστροφα RNA 
παρουσία Mn2+, ενώ ταυτόχρονα δρουν και ως DNA πολυµεράσες.  
Η σύνθεση του cDNA έγινε χρησιµοποιώντας το πρωτόκολλο ImProm-II™ 
Reverse Transcription System της εταιρίας Promega και πραγµατοποιείται σε ένα 
στάδιο. 
 Αρχικά σε σωλήνα eppendorf  τοποθετούνται τα παρακάτω συστατικά 
• 1 ng – 5 mg ολικού RNA 
• 1 µl oligo(dT)15 primer (0,5 mg / αντίδραση) 
• δις απεσταγµένο νερό (ddH2O) µέχρι τελικό όγκο 5 µl. 
 Το παραπάνω µίγµα φυγοκεντρείται γρήγορα και θερµαίνεται στους 70 οC για 
πέντε λεπτά. 
 Τοποθετείται αµέσως στον πάγο για 5 λεπτά, φυγοκεντρείται γρήγορα και 
διατηρείται στον πάγο µέχρι να ετοιµαστεί το επόµενο µίγµα. 
 Σε δεύτερο σωλήνα eppendorf  δηµιουργείται το µίγµα της αντίδρασης 
µε την αντίστροφη µεταγραφάση το οποίο περιέχει τα παρακάτω 
συστατικά 
• ddH2O µέχρι τελικό όγκο 15 µl 
• 4 µl ImProm-II™ 5X Reaction Buffer 
• 0,5 µl MgCl2 (final concentration 1.5–8.0mM) 
• 1 µl dNTPs Mix (final concentration 0.5mM each dNTP) 
• 1 µl αναστολέας RNάσης (20 units) 
• 1 µl ImProm-II™ αντίστροφη µεταγραφάση 
 Το παραπάνω µίγµα φυγοκεντρείται γρήγορα και προστίθεται στο 
πρώτο σωλήνα eppendorf  ο οποίος περιέχει το αρχικό δείγµα. Έτσι 
προκύπτει τελικός όγκος 20 µl. 
 Το τελικό διάλυµα τοποθετείται στην συσκευή PCR όπου πραγµατοποιούνται 
τα παρακάτω στάδια: 
Θερµοκρασία Χρόνος 
25 ο C 5 λεπτά 
42 ο C 60 λεπτά 
70 ο C 15 λεπτά 
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4. PCR πραγµατικού χρόνου (real time PCR) 
 
Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης πραγµατικού χρόνου (real-time PCR) ή 
αλλιώς και ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (qPCR) είναι µια µέθοδος 
που βασίζεται στην PCR και χρησιµοποιείται για να ενισχύσει τµήµατα DNA και η 
οποία επιτρέπει την ποσοτικοποίηση συγκεκριµένων αλληλουχιών-στόχων. Επιτρέπει 
την ανίχνευση και ποσοτικοποίηση πολλαπλών τµηµάτων DNA σε απόλυτο αριθµό 
µε τη χρήση προτύπων διαφόρων συγκεντρώσεων DNA. Η µέτρηση της ποσότητας 
του προϊόντος πραγµατοποιείται καθ’ όλη τη διάρκεια της αντίδρασης, µέσω της 
παρακολούθησης της αύξησης του φθορισµού κάποιας φθορίζουσας ουσίας. Στη 
συγκεκριµένη περίπτωση ο φθορισµός µετριέται σε κάθε κύκλο της PCR, µε αποτέ-
λεσµα να προκύπτει µια καµπύλη ενίσχυσης (amplification plot), γεγονός που 
επιτρέπει στον ερευνητή να παρακολουθεί όλη τη διαδικασία της αντίδρασης. Η 
αύξηση του σήµατος φθορισµού είναι ανάλογη του συντιθέµενου προϊόντος και 
σχετίζεται άµεσα µε την ποσότητα του αρχικού υποστρώµατος. 
Πολλές φορές η real-time PCR συνδυάζεται µε την πρότερη µετατροπή µιας 
ποσότητας RNA σε DNA, χρησιµοποιώντας τη µέθοδο της  αντίστροφης 
µεταγραφής, µε σκοπό κυρίως την µελέτη των επιπέδων έκφρασης γονιδίων. Στη 
βασική έρευνα χρησιµοποιείται για την ποσοτικοποίηση και παρακολούθηση της 
διαφορικής έκφρασης γονιδίων-στόχων µετά από µεταχειρίσεις ή για την 
αναπτυξιακή µελέτη των επιπέδων έκφρασης γονιδίων-στόχων. 
 
 
4.1. Επιλογή των εκκινητών 
 
Οι αλληλουχίες γονιδίων που κωδικοποιούσαν για τα ίδια ένζυµα του 
βιοχηµικού µονοπατιού οµοπαρατέθηκαν µε τον αλγόριθµο ClustalW. Οι εκκινητές 
επιλέχθηκαν σε µη συντηρηµένες περιοχές των γονιδίων, ώστε να αποφευχθεί ο µη 
εξειδικευµένος υβριδισµός των εκκινητών. Σε περιπτώσεις µη επικαλυπτόµενων 
αλληλουχιών που κωδικοποιούσαν για το ίδιο γονίδιο οι εκκινητές 
επαναδιερευνήθηκαν µε τον αλγόριθµο BLAST σε όλες τις γονιδιακές βάσεις 
δεδοµένων. Τελικά επιλέχθηκαν εκκινητές που υβρίδισαν πλήρως µόνο µε την 
αλληλουχία που µας ενδιέφερε στο φυτό L. japonicus.   
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:44:01 EET - 137.108.70.7
40 
 
Η επιλογή των εκκινητών πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση του εξειδικευµένου 
προγράµµατος επιλογής εκκινητών Beacon designer v7.0. Το µέγεθος των 
ενισχυόµενων τµηµάτων ήταν περίπου 100 ζεύγη βάσεων. Οι εκκινητές επιλέχθηκαν 
µε τέτοιο τρόπο ώστε να αποφευχθεί ο σχηµατισµός οµοδιµερών ή ετεροδιµερών. Η 
δηµιουργία οµο- και ετερο-διµερών από τους εκκινητές έχει ως αποτέλεσµα την 
εκποµπή µη εξειδικευµένου φθορισµού κατά την αντίδραση της PCR πραγµατικού 
χρόνου.  
Οι εκκινητές οι οποίοι χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής: 
Σύµβολο 
εκκινητή 
Νουκλεοτιδική αλληλουχία εκκινητή 
RtUbi, forward 5’-TTC ACC TTG TGC TCC GTC TTC-3’    
 
RtUbi, reverse 5’AAC AAC AGC ACA CAC AGC CAA TCC-3’ 
 
RtAMY2, forward 5’-GCA GTT TAA CTT GTA AAG ATA GC-3’ 
RtAMY2, reverse 5’-GGC AAC AAA CCG ACA CTA AAT AC-3’ 
RtP450-88, forward 5’-TAG TGT TCT GGA AGT CAA TGA TG-3’  
RtP450-88, reverse 5’-AGA TGT GTG GGT GTT GTG TAA G-3’ 
RtP450-71, forward 5’-ACA TTA AAG CCG TTC TTC AGG AC-3’ 
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4.2. Αντίδραση της real time PCR 
 
Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε σε συσκευή Mx3005P (Stratagene). Το 





   
 
   





Εικόνα 1. Θερµοκρασιακό πρόγραµµα της πραγµατικού χρόνου αλυσιδωτής 
αντίδρασης της πολυµεράσης. 
 
Όλες οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν µε το ίδιο θερµοκρασιακό 
πρόγραµµα και καταγράφονταν για 45 κύκλους. Στο τέλος κάθε αντίδρασης 
ακολουθούσε η παρακολούθηση της καµπύλης αποδιάταξης βάση της οποίας 
επιβεβαιώθηκε η ύπαρξη ενός µόνο προϊόντος στην κάθε αντίδρασης.  
Σε όλες τις περιπτώσεις το µίγµα της αντίδρασης προετοιµάζονταν σύµφωνα 
µε τις οδηγίες της κατασκευάστριας εταιρίας (Stratagene), ενώ στην τελική 
αντίδραση χρησιµοποιήθηκε η χρωστική αναφοράς ROX.   
 Μετά το τέλος των αντιδράσεων τα δεδοµένα εξάχθηκαν µε τη µορφή 
πινάκων και επεξεργάζονταν µε τη χρήση του προγράµµατος LinRegPCR 
προκειµένου να προσδιοριστούν η αποτελεσµατικότητα των εκκινητών (efficiency) 
της κάθε αντίδρασης αλλά και ο αριθµός των κύκλων ορίου (Ct), ο οποίος 
αντιπροσωπεύει των αριθµό των κύκλων της αντίδρασης πάνω από τους οποίους 
είναι δυνατή η ανίχνευση φθορισµού .  
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Για κάθε µία από τις βιολογικές επαναλήψεις πραγµατοποιήθηκαν τρεις 
τεχνικές επαναλήψεις. Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε στατιστική επεξεργασία των 
αποτελεσµάτων. 
Αρχικά πραγµατοποιήθηκε η PCR πραγµατικού χρόνου για το γονίδιο της 
ουµπικουϊτίνης ώστε να γίνει κανονικοποίηση – ποσοτικοποίηση στα αρχικά 
δείγµατα cDNA. Για το σκοπό αυτό σε optical tubes προστέθηκαν τα παρακάτω 
αντιδραστήρια µέχρι τελικό όγκο 20 µl. 
• 10 µl 2X buffer 
• 0,8µl εκκινητής έµπροσθεν 
• 0,8µl εκκινητής ανάστροφος 
• 1 µl cDNA (αραιωµένο 1:10) 
• 0,4 µl χρωστική αναφοράς ROX 
• 7µl ddH2O 
Παρακολουθώντας την έκφραση του γονιδίου της ουµπικουϊτίνης σε κάθε 
δείγµα βλέπουµε την πυκνότητα του cDNA που πήραµε από κάθε ιστό και κάνοντας 
τις κατάλληλες αραιώσεις ισοσκελίζουµε τις συγκεντρώσεις cDNA από κάθε δείγµα. 
Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε η PCR πραγµατικού χρόνου για κάθε γονίδιο 
(AMY2, P450-88, P450-71), για να διαπιστωθεί η έκφραση του σε κάθε ιστό και σε 
κάθε ηλικία του φυτού. 
 
 
5. In situ RNA – RNA υβριδισµός 
 
Για τη µελέτη της χωροταξικής και χρονικής ρύθµισης της έκφρασης των 
γονιδίων που εξετάστηκαν στην παρούσα µελέτη, χρησιµοποιήθηκε η τεχνική του in 
situ RNA-RNA υβριδισµού σε λεπτές τοµές φυτικών ιστών (φυµάτια). 
 
 
5.1. Μονιµοποίηση ιστών 
 
 Οι φυτικοί ιστοί, οι οποίοι βρίσκονται στο κατάλληλο στάδιο ανάπτυξης, 
συλλέχθηκαν προσεκτικά και τοποθετήθηκαν σε διάλυµα µονιµοποίησης. 
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 Οι ιστοί παρέµειναν στο διάλυµα µονιµοποίησης για 1 h σε υποπίεση, ώστε 
να αποµακρυνθεί ο αέρας που βρίσκεται παγιδευµένος µέσα στον ιστό και να 
αντικατασταθεί µε το διάλυµα µονιµοποίησης. 
 Το διάλυµα µονιµοποίησης αντικαταστάθηκε µε νέο, στο οποίο οι ιστοί 
παραµένουν για 3 h σε θερµοκρασία δωµατίου ή εναλλακτικά για 12 h στους 
4οC. 
 Μετά το πέρας της µονιµοποίησης, οι ιστοί ξεπλύθηκαν µε εµβάπτισή τους 
για 20 min σε 1Χ ρυθµιστικό διάλυµα µονιµοποίησης. 
 Ακολουθούσε αφυδάτωση των ιστών µε εµβάπτισή τους σε σειρά διαλυµάτων 
αλκοόλης αυξανόµενης συγκεντρώσεως (10%, 30%, 50%, 70%, 80%, 90%), 
για 20 min στο κάθε διάλυµα. 
 Κατά τη διαδικασία της αφυδάτωσης µπορεί να γίνει η χρώση των ιστών, 
όταν αυτοί βρίσκονται στο διάλυµα 50% αλκοόλης, µε την προσθήκη 5% 
(w/v) σαφρανίνης. Στην περίπτωση της χρώσης, οι ιστοί παρέµειναν εντός της 
χρωστικής για 3 h σε θερµοκρασία δωµατίου. 
 Τέλος, οι ιστοί εµβαπτίστηκαν τρεις φορές σε διάλυµα 100% αλκοόλης για 1 
h. 
o ∆ιάλυµα µονιµοποίησης 12% παραφορµαλδεΰδης (w/v), 1% 
γλουταραλδεΰδης (v/v), 10% ρυθµιστικού διαλύµατος µονιµοποίησης. 




5.2. ∆ιαφανοποίηση των ιστών 
 
 Το διάλυµα 100% αιθανόλης του προηγούµενου σταδίου της µονιµοποίησης, 
αντικαταστάθηκε µε διάλυµα 25% ξυλενίου (σε 100% αιθανόλη), όπου και οι 
ιστοί παραµένουν για 1 h. 
 Ακολουθούσαν αλλαγές του διαλύµατος µε 50%, 75% και 100% ξυλένιο για 1 
h. 
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5.3. Εγκλεισµός ιστών σε παραφίνη 
 
 Στα φιαλίδια που περιέχουν τους φυτικούς ιστούς εντός 100% ξυλενίου, 
προστίθονταν σταδιακά κοµµάτια παραφίνης, σε θερµοκρασία δωµατίου. 
 Μετά τον κορεσµό του ξυλενίου, η διαδικασία συνεχίστηκε στους 42οC, 
µέχρι να επέλθει εκ νέου κορεσµός του ξυλενίου µε παραφίνη. 
 Το µ ίγµα ξυλενίου-παραφίνης αποµακρύνθηκε γρήγορα και αντικαταστάθηκε 
µε λιωµένη και φιλτραρισµένη παραφίνη στους 61οC. 
 Οι ιστοί τοποθετήθηκαν σε επωαστικό θάλαµο θερµοκρασίας 61οC, όπου η 
παραφίνη αντικαταστάθηκε µε νέα, ενώ η διαδικασία επαναλαµβάνονταν 
τρεις φορές την ηµέρα τουλάχιστον. Σε κάθε περίπτωση, η θερµοκρασία του 
θαλάµου δε θα πρέπει να υπερβεί τους 62οC, ώστε να µην αλλοιωθεί η δοµή 
της παραφίνης. 
 Η διάρκεια της συγκεκριµένης διαδικασίας εξαρτιόταν από το είδος και το 
µέγεθος του φυτικού τµήµατος. Στην περίπτωση των ιστών που 
χρησιµοποιήθηκαν αρκούν 7-8 ηµέρες. 
 Μετά το πέρας της παραπάνω διαδικασίας, η παραφίνη µε τους ιστούς 
µεταφέρθηκε σε προθερµασµένα ειδικά µεταλλικά εκµαγεία, τα οποία 
περιείχαν λιωµένη παραφίνη στους 61οC. 
 Οι ιστοί προσανατολίστηκαν κατά το δυνατό, εντός της παραφίνης µε τη 
βοήθεια προθερµασµένης βελόνας και τα εκµαγεία µεταφέρθηκαν προσεκτικά 
σε κρύα επιφάνεια, όπου αφέθηκαν µέχρι να στερεοποιηθεί πλήρως η 
παραφίνη. 
 Οι εγκλεισµένοι ιστοί µπορούν να φυλαχτούν στους 4οC για αρκετά µεγάλο 
χρονικό διάστηµα, µέχρι τη λήψη των τοµών. 
 
 
5.4. Καθαρισµός και προετοιµασία των αντικειµενοφόρων 
 
 Οι αντικειµενοφόροι τοποθετήθηκαν σε γυάλινα δοχεία χρώσεως και 
πλένονται σχολαστικά µε απορρυπαντικό για 4 h τουλάχιστον. 
 Ακολούθως, ξεπλένονται καλά µε άφθονο νερό για 2 h και εµβαπτίστηκαν σε 
10% v/v διάλυµα υδροχλωρικού οξέως (HCl). 
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 Το υδροχλωρικό οξύ ξεπλύθηκε καλά µε απιονισµένο νερό και οι 
αντικειµενοφόροι αποστειρώθηκαν. 
 Πριν στεγνώσουν από την αποστείρωση, οι αντικειµενοφόροι εµβαπτίστηκαν 
σε διάλυµα πολυ-L-λυσίνης για τουλάχιστον 10 min. 
 Η περίσσεια του διαλύµατος αποµακρύνθηκε και οι αντικειµενοφόροι 
αφέθηκαν να στεγνώσουν σε δερµοκρασία δωµατίου.  
 Οι αντικειµενοφόροι φυλάσσονταν στους -20οC µέχρι τη χρήση τους, µέσα 
σε καλά σφραγισµένα κουτιά, ώστε να αποφευχθεί η είσοδος υγρασίας. 
 ∆ιάλυµα πολύ-L-λυσίνης: 100 µg/ml πολύ-L-λυσίνη (Sigma) σε διάλυµα 10 
mM Tris-HCl pH 8,0. 
 
 
5.5. Λήψη τοµών και τοποθέτηση στις αντικειµενοφόρους 
 
 Οι λεπτές τοµές των ιστών (10 µm) πραγµατοποιήθηκαν µε τη βοήθεια 
µικροτόµου (LEICA Jung RM2025), ο οποίος έφερε µεταλλικό µαχαίρι µιας 
χρήσης. 
 Οι κατάλληλες τοµές επιλέχθηκαν στο στερεοσκόπιο και µµεταφέρθηκαν σε 
αντικειµενοφόρους στους 42οC. Πάνω στις αντικειµενοφόρους είχαν 
προηγουµένως τοποθετηθεί µερικές σταγόνες αποστειρωµένου νερού, ώστε 
να διευκολυνθεί η σωστή τοποθέτηση της τοµής. 
 Η περίσσεια του νερού αποµακρύνθηκε και οι τοµές αφήνονται στους 42οC 
για τουλάχιστον 14 h. 
 
 
5.6. Προετοιµασία του Σηµασµένου RNA Ανιχνευτή 
 
Για την πραγµατοποίηση του in situ υβριδισµού, προετοιµάζονται δύο µη 
ραδιενεργά σηµασµένοι ανιχνευτές. Ο πρώτος αποτελεί µη ραδιενεργά σηµασµένο 
αντιπληροφοριακό RNA και χρησιµοποιείται για τον εντοπισµό της έκφρασης του 
υπό µελέτη γονιδίου ενώ ο δεύτερος αποτελεί µη ραδιενεργά σηµασµένο 
πληροφοριακό RNA και χρησιµοποιείται για τον εντοπισµό µη εξειδικευµένου 
σήµατος υπόβαθρου. Και στις δύο περιπτώσεις το RNA προέρχεται από in vitro 
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µεταγραφή ένθετου DNA και η µη ραδιενεργός σήµανσή του γίνεται µε χρήση DIG-
11-dUTP σηµασµένων νουκλεοτιδίων (Boheringer). 
 
 
5.6.1. Πέψη πλασµιδιακού φορέα 
 
Για την in vitro µεταγραφή του ένθετου DNA, ο πλασµιδιακός φορέας 
µετατρέπεται σε γραµµικό δίκλωνο µόριο, µε τη χρήση κατάλληλου ένζυµου 
περιορισµού και καθαρίζεται µε φαινόλη. Προκειµένου να παραχθεί 
αντιπληροφοριακό RNA, η πέψη πραγµατοποιείται από την πλευρά του 5΄ άκρου του 
ένθετου DNA ενώ για την παραγωγή πληροφοριακού RNA, η πέψη πραγµατοποιείται 
από την πλευρά του 3΄ άκρου του ένθετου DNA. Η τελική συγκέντρωση του 
γραµµικού µορίου σε κάθε περίπτωση καθορίζεται στα 0,2 ng/µl. 
 
 
5.6.2. Ιn vitro µεταγραφή σηµασµένου RNA 
 
Σε κάθε πείραµα in situ υβριδισµού προετοιµάσθηκε πληροφοριακό και 
αντιπληροφοριακό σηµασµένο RNA. Το πρώτο χρησιµοποιήθηκε για την 
πραγµατοποίηση υβριδισµού, ώστε να εντοπιστεί τυχόν µη εξειδικευµένο σήµα 
υποβάθρου (θόρυβος εικόνας). Η µεταγραφή των δύο τύπων RNA καθορίστηκε από 
την πέψη του πλασµιδίου, όπως αναφέρθηκε ήδη, αλλά και από την επιλογή της 
κατάλληλης RNA πολυµεράσης. Η σήµανση πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση DIG-
11-dUTP σηµασµένων νουκλεοτιδίων. Μια τυπική αντίδραση in vitro µεταγραφής 
πραγµατοποιείται ως εξής: 
 Σε σωλήνα eppendorf προστέθηκαν τα συστατικά: 
• Γραµµικό πλασµιδιακό DNA 11 µl (1-2 µg). 
• 10X σηµασµένα NTPs 2 µl. 
• 5X ρυθµιστικό διάλυµα RNA πολυµεράσης 4µl. 
• RNasin TM (40u/µl) 1µl. 
• T3 ή T7 RNA ή SP6 πολυµεράση (20u/µl) 2µl. 
 Το µ ίγµα επωάστηκε στους 37οC για 2 h. 
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 Για την αποµάκρυνση του DNA προστέθηκε 2 µl DNάση (2 u/µl) και η 
επώαση στους 37οC συνεχίστηκε για 10 min. 
 Η αντίδραση τερµατίστηκε µε την προσθήκη 2 µl διαλύµατος 0,2M EDTA 
pH:8,0 και το σηµασµένο RNA κατακρηµνίστηκε µε την προσθήκη 2,5µl 4Μ 
LiCl και 75µl αιθανόλης. 
 Ακολουυούσε επώαση στους -20οC για τουλάχιστον 2 h και το RNA 
συλλέχθηκε µε φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm. για 15 min, στους 4οC. 
 Το ίζηµα ξεπλύθηκε µε 70% v/v αιθανόλη και επαναδιαλύθηκε σε 100µl 
dH2O. 
 Η συγκέντρωση του RNA προσδιορίστηκε φωτοµετρικά ενώ η ποιότητα του 
ελέγχεται µε ανάλυση δείγµατος σε πηκτή αγαρόζης. 
 
 
5.6.3. Υδρόλυση του σηµασµένου RNA 
 
 Για την καλύτερη διείσδυση του RNA ανιχνευτή στο φυτικό ιστό, 
δηµιουργείται ένα µίγµα µορίων µέσου µήκους 150 βάσεων, µε προσθήκη στο 
RNA ίσου όγκου διαλύµατος 0,2 Μ Na
2
CO3/NaHCO3. Ο χρόνος επώασης t 











µήκος του RNA σε kb, L
f 
το επιθυµητό µήκος του RNA µετά την υδρόλυση 
(0,15 kb) και k σταθερά (0,11 kb*λεπτό).  
 Η υδρόλυση σταµατά µε προσθήκη 2 µl 5% οξικού οξέος. Το υδρολυµένο 
RNA κατακρηµνίζεται µε προσθήκη 2,5 µl 3 M οξικού νατρίου, διπλάσιου 
όγκου αιθανόλης και 1 µl γλυκογόνου (1 µg/µl) (Boehringer). Ακολουθεί 
επώαση στους -20
ο
C για 14 ώρες και φυγοκέντρηση σε 13.000 σ.α.λ. για 15 
λεπτά στους 4
ο
C. Το ίζηµα ξεπλένεται µε 70% αιθανόλη και επαναδιαλύεται 
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5.6.4. Προετοιµασία διαλύµατος υβριδισµού 
 
 Για την προετοιµασία του διαλύµατος υβριδισµού, αρκετού για την επικάλυψη 
των τοµών µίας αντικειµενοφόρου, σε 8 µl σηµασµένου και υδρολυµένου 
RNA (0,1-0,5 µgr) προστίθονται 2 µl σηµασµένου και µη υδρολυµένου RNA 
(συνολική ποσότητα 0,1-0,5 µgr) και 10 µl απιονισµένου φορµαµίδιου. Το 
µίγµα επωάζεται στους 68
ο
C για 10 λεπτά και αµέσως µετά µεταφέρεται στον 
πάγο.  
 Προστίθενται 80 µl διαλύµατος υβριδισµού, το οποίο αποτελείται από:  
 απιονισµένο φορµαµίδιο 40 µl  
 5 Μ NaCl 6 µl  
 50X Denhardt’s 2 µl  
 100X TE pH 7,5 1 µl  
 1M DTT 7 µl  
 50% Dextran sulphate 20 µl  
 dH
2
O 4 µl  
 ΙΙΙ. Το διάλυµα επωάζεται στους 60
ο
C για 3 λεπτά και αφού αναµιχθεί καλά   
χρησιµοποιείται απευθείας για τον υβριδισµό.  
 
 διάλυµα 50X Denhardt’s: 1% Ficoll (BDH), 1% Polyvinylpyrolidone (BDH), 
1% BSA (BDH). 
 
 
5.7. Προετοιµασία τοµών για υβριδισµό 
 
 Οι αντικειµενοφόροι µε τις τοµές αφέθηκαν σε θερµοκρασία δωµατίου για 
τουλάχιστον µία ώρα, χωρίς να ανοιχθούν προκειµένου να ξεπαγώσουν.  
 Ακολούθως, οι τοµές ενυδατώθηκαν µε εµβάπτιση σε διαλύµατα αιθανόλης 
100% δύο φορές και από µία φορά σε 90%, 70%, 50%, 30%, 10%, για 1 min 
σε κάθε συγκέντρωση. 
 Αφού ξεπλυθούν µ ία φορά µε ρυθµιστικό διάλυµα πρωτεϊνάσης Κ, 
µεταφέρθηκαν σε νέο διάλυµα πρωτεϊνάσης, το οποίο περιέχει 1 µg/ml 
πρωτεϊνάση Κ, όπου και επωάστηκαν για 30 min στους 37οC. 
 Μετά την επώαση, οι αντικειµενοφόροι ξεπλύθηκαν δύο φορές µε 
αποστειρωµένο νερό.  
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 Στη συνέχεια, οι αντικειµενοφόροι µεταφέρθηκαν σε διάλυµα 0,1Μ 
τριαιθανολαµίνης/0,25% οξικού ανυδρίτη, όπου και επωάστηκαν για 10 min 
σε θερµοκρασία δωµατίου µε ήπια ανάδευση. 
 Ακολούθως ξεπλύθηκαν σε διάλυµα 2X SSC για 5 min και αφυδατώθηκαν 
ακολουθώντας την αντίστροφη πορεία ενυδάτωσης στα διαλύµατα. 
 Τέλος οι αντικειµενοφόροι αφέθηκαν να στεγνώσουν για τουλάχιστον 1 h σε 
υποπίεση. 






 Οι αντικειµενοφόροι σκεπάστηκαν µε καλυπτρίδες. Ιδιαίτερη προσοχή θα 
δόθηκε, έτσι ώστε να αποφευχθεί ο σχηµατισµός φυσαλίδων και σε αυτό το 
στάδιο. 
 Οι αντικειµενοφόροι τοποθετήθηκαν σε κουτί, η βάση του οποίου καλύφθηκε 
µε διηθητικό χαρτί εµποτισµένο σε διάλυµα 2Χ SSC, για να µη στεγνώσουν 
οι τοµές. 
 Ο υβριδισµός πραγµατοποιήθηκε στους 42οC, για τουλάχιστον 12-16 h. 
 
 
5.9. Ξεπλύµατα υβριδισµού 
 
 Οι καλυπτρίδες αποµακρύνθηκαν µε εµβάπτιση των αντικειµενοφόρων σε 
διάλυµα 4X SSC /5mM DTT, για 10 min. 
 Το διάλυµα αντικαταστάθηκε µε νέο ίδιας σύστασης, όπου οι 
αντικειµενοφόροι αφέθηκαν για 10 min µε τακτική ήπια ανακίνηση. 
 Το παραπάνω ξέπλυµα επαναλήφθηκε τρεις φορές. 
 Ακολούθως, οι αντικειµενοφόροι επωάστηκαν σε 200 ml ρυθµιστικού 
διαλύµατος RNάσης το οποίο περιείχε 50 µg/ml RNάση A, στους 37οC για 30 
min. 
 Η RNάση αποµακρύνθηκε µε 4 ξεπλύµατα σε ρυθµιστικό διάλυµα RNάσης 
στους 37οC για 20 min το καθένα. 
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 Τέλος, οι αντικειµενοφόροι ξεπλύθηκαν µε διάλυµα 2X SSC / 1mM DTT σε 
θερµοκρασία δωµατίου µε τακτική ήπια ανακίνηση. 




5.10. Ανοσολογική ανίχνευση θετικού υβριδισµού 
 
 Οι αντικειµενοφόροι εµβαπτίστηκαν σε διάλυµα I για 3-5 min σε 
θερµοκρασία δωµατίου. 
 Ακολούθως, µεταφέρθηκαν σε διάλυµα.II για 30 min σε θερµοκρασία 
δωµατίου. 
 Το διάλυµα αντικαταστάθηκε µε διάλυµα III, όπου οι αντικειµενοφόροι 
αφέθηκαν για 30 min σε θερµοκρασία δωµατίου. 
 Οι τοµές καλύφθηκαν µε διάλυµα I που περιέχει 1:500 αντίσωµα αντι-DIG 
και αφέθηκαν για 2 h σε θερµοκρασία δωµατίου. 
 Το µη δεσµευµένο αντίσωµα αποµακρύνθηκε µε εµβάπτιση των 
αντικειµενοφόρων σε διάλυµα III για 10 min σε θερµοκρασία δωµατίου. 
 Ακολουθούσαν τρία ξεπλύµατα µε διάλυµα I, για 20 min το καθένα, σε 
θερµοκρασία δωµατίου. 
 Οι τοµές εξισορροπήθηκαν σε διάλυµα IV για 10 min και καλύφθηκαν µε 
διάλυµα χρωµατικής αντίδρασης (διάλυµα V). 
 Η χρωµατική αντίδραση πραγµατοποιήθηκε στο σκοτάδι και η ανάπτυξη του 
χρώµατος ελέγχθηκε ανά τακτά χρονικά διαστήµατα στο µ ικροσκόπιο. 
 Η χρωµατική αντίδραση τερµατίστηκε µε ξέπλυµα των αντικειµενοφόρων µε 
διάλυµα TE ή ddH2O. 
 Οι τοµές αφυδατώθηκαν µε σειρά διαλυµάτων αιθανόλης 10%, 30%, 50%, 
70%, 80%, 90% και δύο φορές σε 100% για 1 min σε κάθε διάλυµα. 
 Τέλος, αφού στεγνώσουν καλά οι τοµές µονιµοποιούνται µε την κάλυψη τους 
µε DPX πρίν την τοποθέτηση της καλυπτρίδας. 
o ∆ιάλυµα I: 100 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl. 
o ∆ιάλυµα ΙI: 0,5% αντιδραστήριο παρεµπόδισης σε διάλυµα Ι. 
o ∆ιάλυµα ΙΙΙ: 0,3% Tween 20 (BDH) και 1% BSA σε διάλυµα I. 
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o ∆ιάλυµα IV: 10 mM  Tris, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl2 (BDH) 
pH 9,2. 
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1. Συσσώρευση των µεταγραφηµάτων των γονιδίων AMY2, Ρ450-71 και Ρ450-88 
σε συµβιωτικούς και µη συµβιωτικούς ιστούς του Lotus japonicus 
 
Η ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης των τριών γονιδίων συνθάση της β-
αµυρίνης (AMY-2), P450-71 και P450-88 έγινε σε τρία αναπτυξιακά στάδια των 
φυτών (7, 14 και 28 ηµέρες από την φύτευση). Επίσης µελετήθηκε η επίδραση της 
µόλυνσης µε ριζόβιο στη γονιδιακή έκφραση των γονιδίων στα ίδια αναπτυξιακά 
στάδια. Για το σκοπό αυτό αποµονώθηκε ολικό RNA από ρίζες, φύλλα και φυµάτια 
από το  φυτό Lotus japonicus. Τα µεταγραφικά επίπεδα των τριών γονιδίων 
ανιχνεύθηκαν µε την PCR πραγµατικού χρόνου (real time PCR) αφού προηγήθηκε η 
PCR αντίστροφης µεταγραφής (RT-PCR). Από τα αποτελέσµατα διαπιστώνουµε ότι 
η συσσώρευση των µεταγραφηµάτων και των τριών γονιδίων εντοπίστηκε σε όλους 
τους ιστούς και σε όλα τα αναπτυξιακά στάδια τα οποία µελετήθηκαν. Οι τιµές που 
αποδίδονται στην γονιδιακή έκφραση έχουν συγκριθεί µε την έκφραση του γονίδιου 
της ουµπικουϊτίνης.  
Πιο συγκεκριµένα όσον αφορά τo γονίδιο της συνθάσης της β-αµυρίνης σε µη 
µολυσµένα φυτά, η µεγαλύτερη γονιδιακή έκφραση εντοπίστηκε σε ρίζες 7 και 28 
ηµερών. Αντίθετα στα φύλλα η µεγαλύτερη έκφραση εντοπίστηκε στις 14 ηµέρες, 
ενώ σε όλα τα αναπτυξιακά στάδια ανιχνεύονται χαµηλά επίπεδα έκφρασης 
συγκριτικά µε τα επίπεδα έκφρασης της ρίζας. Σε µολυσµένα µε ριζόβιο φυτά, τα 
υψηλότερα επίπεδα έκφρασης εντοπίστηκαν σε ρίζες 14 και 7 ηµερών, ενώ 28 ηµέρες 
µετά την µόλυνση η γονιδιακή έκφραση µειώνεται σηµαντικά.. Τα αποτελέσµατα των 
επιπέδων της γονιδιακής έκφρασης της συνθάσης της β-αµυρίνης παρουσιάζονται στο 
σχήµα 1.  
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Σχήµα 1: Επίπεδα της γονιδιακής έκφρασης της συνθάσης της β-αµυρίνης (AMY2) σε µη 
µολυσµένα και µολυσµένα φυτά (uninfected and infected plants). 
 
 
Στα επίπεδα της γονιδιακής έκφρασης του Ρ450-71 παρατηρείται µια 
παρόµοια συµπεριφορά µε του γονιδίου της συνθάση της β-αµυρίνης. Σε µη 
µολυσµένα φυτά, η µεγαλύτερη έκφραση διαπιστώθηκε σε ρίζες 7 ηµερών ενώ στα 
φύλλα εντοπίζεται ένα χαµηλό αλλά σταθερό επίπεδο έκφρασης. Σε µολυσµένα φυτά 
αυξηµένη έκφραση παρατηρείται επίσης σε ρίζες 7 και 14 ηµερών µετά την µόλυνση, 
ενώ τα επίπεδα έκφρασης µειώνονται στις 28 ηµέρες,. Τα επίπεδα έκφρασης των 
φύλλων δεν επηρεάζονται στα µολυσµένα φυτά αν και παρατηρείται µία αύξηµένη 
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έκφραση 7 ηµέρες από την µόλυνση, συγκριτικά µε τα υπόλοιπα αναπτυξιακά στάδια. 
Τα επίπεδα της γονιδιακής έκφρασης παρουσιάζονται στο σχήµα 2. 
 
Σχήµα 2: Επίπεδα της γονιδιακής έκφρασης του Ρ450-71 σε µη µολυσµένα και µολυσµένα 
φυτά (uninfected and infected plants). 
 
 
Τα επίπεδα έκφρασης του Ρ450-88 σε µολυσµένα φυτά ακολουθούν τα 
πρότυπα έκφρασης του γονιδίου της συνθάσης της β-αµυρίνης και του Ρ450-71. Πιο 
συγκεκριµένα η υψηλότερη γονιδιακή έκφραση του Ρ450-88 σε µολυσµένα φυτά 
εντοπίστηκε σε ρίζες 7 και 14 ηµερών, ενώ µειώνεται στις 28 ηµέρες. Σε µη 
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µολυσµένα φυτά το πρότυπο της γονιδιακής έκφρασης συµβαδίζει µε τα άλλα δύο 
γονίδια του cluster αν και σε ρίζες 7 ηµερών διαπιστώνεται παρά πολύ υψηλή 
έκφραση, η οποία µειώνεται σηµαντικά στις 14 και 28 ηµέρες. Τα επίπεδα της 













Σχήµα 3: Επίπεδα της γονιδιακής έκφρασης του Ρ450-88 σε µη µολυσµένα και µολυσµένα 
φυτά (uninfected and infected plants). 
 
Τα παραπάνω αποτελέσµατα υποδεικνύουν ότι τα τρία γονίδια τα οποία 
οργανώνονται σε µία γονιδιακή συστοιχία (cluster) εµφανίζουν ένα παρόµοιο 
πρότυπο γονιδιακής έκφρασης σε διαφορετικά αναπτυξιακά στάδια και 
διαφορετικούς ιστούς του φυτού. Επίσης, τα επίπεδα της γονιδιακής έκφρασης 
επηρεάζονται µε το ίδιο τρόπο εξαιτίας της παρουσίας του ριζοβίου και στα τρία 
γονίδια. 
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2. Χωροταξικό πρότυπο της έκφρασης των γονιδίων AMY2, P450-71 και Ρ450-
88 σε φυµάτια του Lotus japonicus   
 
Το χωροταξικό πρότυπο έκφρασης των γονιδίων AMY2, Ρ450-71 και Ρ450-88 
στα φυµάτια  του Lotus japonicus µελετήθηκε µε την τεχνική του in situ RNA-RNA 
υβριδισµού (Εικόνα 1). Για το σκοπό αυτό, τοµές παραφίνης πάχους 7-10 µm από 
φυµάτια 14 και 28 ηµερών υβριδίστηκαν µε 11-digoxigenin-rUTP-σηµασµένους 
RNA ανιχνευτές, οι οποίοι προέκυψαν από µεταγραφή των cDNA κλώνων AMY2, 
P450-71 και P450-88. Παρατηρείται υψηλό σήµα υβριδισµού στο παρέγχυµα των 
φυµατίων 28 ηµερών, ενώ στα φυµάτια 14 ηµερών εντοπίζεται λιγότερο έντονο σήµα 
υβριδισµού. Επίσης το σήµα που εµφανίζεται και στα τρία γονίδια εντοπίζεται στο 
παρέγχυµα των φυµατίων και όχι σε άλλο ιστό, κάτι που ενισχύει την πεποίθηση ότι 
τα τρία γονίδια που οργανώνονται σε γονιδιακή συστοιχία, ελέγχονται µεταγραφικά 
µε τον ίδιο τρόπο. 
Εικόνα 1: In situ εντοπισµός των µεταγραφηµάτων των γονιδίων AMY2 (A,B,C,D), P450-71 
(E,F,G,H) και P450-88 (I,J,K,L) σε φυµάτια του φυτού Lotus japonicus. Το σήµα του υβριδισµού 
διακρίνεται ως µπλε-µοβ ίζηµα και εντοπίζεται στο παρέγχυµα των φυµατίων, ενώ είναι πιο έντονο 
στα φυµάτια 14 ηµερών. Επίσης παρατηρείται ότι και στα τρία γονίδια το σήµα του υβριδισµού 
εντοπίζεται στον ίδιο ιστό. 
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Όπως αναφέρθηκε και στην εισαγωγή η µελέτη της βιοσύνθεσης των 
τριτερπενοειδών στα φυτά αποκάλυψε ότι υπάρχουν δύο παραδείγµατα γονιδιακών 
συστοιχιών, οι οποίες συµπεριφέρονται σαν οπερόνια. Στη βρώµη εντοπίζεται το 
cluster της αβενασίνης και στο Arabidopsis thaliana της θαλιανόλης. 
Η ανάλυση των γονιδίων και των ενζύµων τα οποία εµπλέκονται στη 
βιοσύνθεση της αβενασίνης έδειξε ότι το µονοπάτι της βιοσύνθεσης έχει εξελιχθεί 
πρόσφατα. Η µεταφορά των γονιδίων που απαιτούνται για τη βιοσύνθεση 
αντιµικροβιακών τριτερπενοειδών, όπως η αβενασίνη, σε άλλα δηµητριακά όπως το 
σιτάρι, θα µπορούσε να αποδειχθεί πολύ σηµαντική για τη βελτίωση της καλλιέργειάς 
τους. Η σύνθεση της αβενασίνης ρυθµίζεται αναπτυξιακά και συµβαίνει στα 
επιδερµικά κύτταρα του ριζικού µεριστώµατος. Το αρχικό µόριο της αβενασίνης Α-1 
έχει υψηλό φθορισµό υπό την επίδραση υπεριώδους φωτός και εµφανίζεται σε αυτά 
τα κύτταρα. Ο φθορισµός που εµφανίζεται είναι µια ασυνήθιστη ιδιότητα των 
τριτερπενοειδών. Έχουν αποµονωθεί πάνω από ενενήντα µεταλλάγµατα µε έλλειψη 
στην αβενασίνη. Αυτή η µεγάλη συλλογή µεταλλαγµάτων έχει διευκολύνει την 
κλωνοποίηση των γονιδίων και τη διαλεύκανση του βιοσυνθετικού µονοπατιού της 
αβενασίνης.  
Τα γονίδια που εµπλέκονται στη βιοσύνθεση της αβενασίνης είναι τα Sad1 και 
Sad2 τα οποία κωδικοποιούν αντίστοιχα για τη συνθάση της β-αµυρίνης και για τη 
µετατροπή του παραπάνω µορίου στην αβενασίνη. Τα δύο αυτά γονίδια πιθανόν να 
έχουν προέλθει από το µονοπάτι των στερολών µέσω γονιδιακής αναδίπλωσης και 
απόκτησης νέων λειτουργιών. Τα γονίδια Sad1 και Sad2 είναι παρακείµενα και 
απέχουν µεταξύ τους 70 kb στο γένωµα της βρώµης (Avena strigosa). Πρόσφατα έχει 
κλωνοποιηθεί και ένα τρίτο γονίδιο το Sad7, το οποίο κωδικοποιεί για µια 
ακετυλοτρανσφεράση η οποία είναι απαραίτητη για την ακετυλίωση της αβενασίνης. 
Το γονίδιο αυτό απέχει 60 kb από το γονίδιο Sad1. Τέσσερις άλλοι γονιδιακοί τόποι 
(loci) οι οποίοι απαιτούνται για την βιοσύνθεση της αβενασίνης, όπως τα γονίδια 
Sad3 και Sad4 που αναφέρθηκαν στην εισαγωγή, συνδιαχωρίζονται (co-segregate) µε 
τα παραπάνω κλωνοποιηµένα γονίδια. Η παρατήρηση αυτή δείχνει ότι τα 
περισσότερα γονίδια που εµπλέκονται στο µονοπάτι πιθανόν να οργανώνονται σε 
γονιδιακή συστοιχία. Εφόσον η αβενασίνη προσφέρει ένα ευρύ φάσµα αντίστασης 
στις ασθένειες στα φυτά, η παραπάνω γονιδιακή συστοιχία έχει προέλθει µέσω 
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επιστατικής επιλογής ώστε να διατηρηθούν οι λειτουργίες των συγκεκριµένων 
γονιδίων. 
Όπως αναφέρθηκε και στην εισαγωγή η γονιδιακή συστοιχία που εµπλέκεται 
στη βιοσύνθεση του τριτερπενοειδούς θαλιανόλη στο φυτό Arabidopsis thaliana 
αποτελείται από τέσσερα γονίδια. Αυτά τα τέσσερα γονίδια κωδικοποιούν για µία 
κυκλάση του οξειδοσκουαλενίου, δύο τύπους γονιδίων του κυτοχρώµατος Ρ450 και 
µία ακετυλοτρανσφεράση. Το πρώτο γονίδιο κωδικοποιεί για τη συνθάση της 
θαλιανόλης, ενώ οι δύο Ρ450s µετατρέπουν τη θαλιανόλη σε περαιτέρω παράγωγα 
όπως η θαλιαν-διόλη. Το γονίδιο που κωδικοποιεί για την ακετυλοτρανσφεράση 
θεωρείται ότι ανήκει στη γονιδιακή συστοιχία λόγω της θέσης του στο γονιδίωµα και 
του προφίλ της έκφρασης του, αλλά το προϊόν που παράγεται µε τη δράση του δεν 
έχει ακόµη αποσαφηνιστεί. Τα γονίδια της συστοιχίας που εµπλέκονται στη 
βιοσύνθεση της θαλιανόλης εκφράζονται κυρίως στα επιδερµικά κύτταρα του ριζικού 
µεριστώµατος όπως και στην περίπτωση της βρώµης και της γονιδιακής συστοιχίας 
της αβενασίνης. Επίσης υπάρχει στενή ρύθµιση του βιοσυνθετικού µονοπατιού, αφού 
τα ενδιάµεσα παράγωγα της θαλιανόλης επηρεάζουν σηµαντικά την αύξηση και 
ανάπτυξη του φυτού. 
Υπάρχουν οµοιότητες µεταξύ των δύο γονιδιακών συστοιχιών στα δύο φυτά 
αφού τα γονίδια από τα οποία αποτελούνται κωδικοποιούν για µια κυκλάση του 
οξειδοσκουαλενίου, δύο CYP450s και µία ακετυλοτρανσφεράση. Ωστόσο το γεγονός 
ότι η βρώµη είναι µονοκοτυλήδονο φυτό και το Arabidopsis δικοτυλήδονο δείχνει ότι 
η δηµιουργία των γονιδιακών συστοιχιών έχει συντελεστεί πρόσφατα και ανεξάρτητα 
από την κατηγορία των φυτών. Αυτό σηµαίνει ότι η γονιδιακή επιλογή µπορεί να 
διαδραµατιστεί κατά τη διάρκεια συγκεκριµένων µεταβολικών µονοπατιών και να 
έχει ως αποτέλεσµα την δηµιουργία γονιδιακών συστοιχιών. Επίσης τα βιοσυνθετικά 
µονοπάτια των τριτερπενοειδών έχουν προδιάθεση να οργανώνονται σε γονιδιακές 
συστοιχίες.  
Από τα αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας προκύπτει ότι η γονιδιακή 
έκφραση των τριών γονιδίων που µελετήθηκαν και τα οποία είναι οργανωµένα σε µια 
γονιδιακή συστοιχία στο γονιδίωµα του Lotus japonicus, εµφανίζει ένα πολύ 
παρόµοιο πρότυπο συν-ρύθµισης σε διαφορετικά αναπτυξιακά στάδια και σε 
διαφορετικούς ιστούς του φυτού ενώ παρατηρήθηκε και παρόµοιο πρότυπο 
γονιδιακής έκφρασης και των τριών γονιδίων υπό συνθήκες αλληλεπίδρασης του 
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φυτού µε το Mesorhizobium loti κατά την αναπτυξιακή πορεία δηµιουργίας των 
φυµατίων.  
Εποµένως, προκύπτει το συµπέρασµα ότι και στα ψυχανθή φαίνεται ότι 
υπάρχουν και λειτουργούν παρόµοιες συστοιχίες γονιδίων βιοσύνθεσης 
τριτερπενοειδών δευτερογενών µεταβολιτών, όπως έχει αναφερθεί µέχρι σήµερα για 
το Arabidopsis και τη βρώµη.  
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